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RESUMO

RABELQO, S. C. Avaliagdo e otimizacao de pré-tratamentos e hidrélise enzimatica do bagaco de
cana-de-actcar para a producdo de etanol de segunda geracdo. Campinas: UNICAMP, Abril.
2010. 454 fls. Projeto de Tese (Doutorado em Engenharia Quimica) - Departamento de Processos

Quimicos da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Campinas.

O grande desafio para a produgdo de etanol de segunda geracdo consiste em determinar a melhor
op¢ao de disponibilizar a glicose a partir da hidrélise da celulose em termos de custo global,
rendimento glicosidico e fermentabilidade do hidrolisado. Neste trabalho o objetivo foi estudar a
producdo de etanol de segunda geracdo a partir do bagaco de cana-de-agucar. Foram abordadas a
otimizacdo e comparacao de dois pré-tratamentos (hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio
alcalino), a otimizacdo da carga enzimadtica na etapa de hidrdlise e a fermentacdo do hidrolisado
para a obtencdo do etanol. Foram ainda feitas propostas para utilizacdo dos residuos do processo,
principalmente o licor de pré-tratamento, o residuo de hidrélise e a lignina residual precipitada.
Os resultados mostram que os pré-tratamentos sdo efetivos para melhorar o ataque enzimatico
durante a etapa de hidrdlise. Apds otimizacdo desta etapa foi possivel obter rendimentos de
globais de 51,78% e 83,41% para os pré-tratamentos com hidréxido de célcio e peréxido de
hidrogénio alcalino, respectivamente. Em relagdo a etapa de otimizac¢do enzimatica, foi possivel
converter 90,8% e 100,0% da celulose presente no material pré-tratado com hidréxido de célcio e
perdxido de hidrogénio alcalino, com carga enzimética de 50,0 FPU/g biomassa seca pré-tratada
e 25,0 CBU/g biomassa seca pré-tratada e 3,5 FPU/g biomassa seca pré-tratada e 25,0 CBU/g
biomassa seca pré-tratada, respectivamente. Os hidrolisados obtidos para cada pré-tratamento nao
apresentaram qualquer problema em relacdo a fermentabilidade, obtendo-se rendimentos em
etanol préximos ao estequiométrico. Estudos avaliando a produgdo de biogds a partir dos licores
de pré-tratamento e residuos de hidrélise mostraram que € possivel conseguir bons rendimentos
para os dois pré-tratamentos, sendo produzidos, na melhor condi¢do, 180,09 = 6,08 Nem® de
metano/g DQO para o licor de pré-tratamento com hidréxido de célcio e 126,58 + 8,78 Nem® de

metano/g DQO para o licor de pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino. Em relagcdo
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ao residuo de hidrélise, foram produzidos 171,51 + 8,72 Ncm® de metano/g DQO para o residuo
do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio e 165,52 + 6,14 Nem® de metano/g DQO para o
residuo do bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino. A lignina obtida apds
precipitacdo dcida nos licores de pré-tratamento apresentou, apds andlise térmica, uma entalpia
superior para o bagaco pré-tratado com hidréxido de cdlcio em comparagdo ao bagaco pré-tratado
com perdxido, sendo de 67,9 J/g e 52,5 J/g, respectivamente. Desta forma, além da lignina, a
utilizacdo do biogds se torna uma complementagdo energética importante para O processo

produtivo do etanol de segunda geracao.

Palavras chaves: Bagaco de cana, pré-tratamento, hidrdlise enzimdtica, etanol de segunda

geragdo, aproveitamento energético
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ABSTRACT

Rabelo, S. C. Evaluation and optimization of pretreatments and enzymatic hydrolysis of the
sugarcane bagasse for second generation ethanol production. Campinas: UNICAMP, April. 2010.
454 pages. Thesis Project (D.Sc. in Chemical Engineering) — Department of Chemical Processes,

School of Chemical Engineering, University of Campinas.

The great challenge for second generation ethanol production is the determination of the best
option to render glucose available through hydrolysis of cellulose in terms of overall cost,
glucose yield and fermentability of the hydrolysate. In this work the objective was to study the
production of second generation ethanol from sugarcane bagasse. The topics considered included
the optimization and comparison of two pretreatments (calcium hydroxide and alkaline hydrogen
peroxide), the optimization of the enzymatic load in the hydrolysis step and at the fermentation of
the hydrolysate for ethanol production. Also, proposals were made for the use of the process
residues, especially the pretreatment liquor, the hydrolysis residue and the precipitated residual
lignin. The results show that the pretreatments are effective in improving enzymatic attack during
the hydrolysis step. After optimization, it was possible to obtain cellulose yields of 51.78% and
83.41% for the pretreatments with calcium hydroxide and alkaline hydrogen peroxide,
respectively. After optimization of the enzymatic load it was possible to convert 90.8% and
100.0% of cellulose in the pretreated material with calcium hydroxide and alkaline hydrogen
peroxide, using enzymes loading of 50.0 FPU/g dry pretreated biomass and 25.0 CBU/g dry
pretreated biomass and 3.5 FPU/g dry pretreated biomass and 25.0 CBU/g dry pretreated
biomass, respectively. The hydrolysates obtained in each pretreatment did not have any
fermentability difficulties, leading to ethanol yields close to the stoichiometric. Studies evaluating
biogas production from the pretreatment liquor and hydrolysis residues have shown that it is
possible to achieve good yields for the two pretreatments, with 180.09 + 6.08 Nem?® of methane/g
COD for the pretreatment liquor with calcium hydroxide and 126.58 + 8.78 Nem® of methane/g
COD for the pretreatment liquor with alkaline hydrogen peroxide being produced in the best
conditions. When the hydrolysis residue was considered 171.51 + 8.72 Ncm® of methane/g COD
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for the bagasse pretreated residue with calcium hydroxide and 165.52 + 6.14 Ncm® of methane/g
COD for the bagasse pretreated residue with alkaline hydrogen peroxide were produced. The
lignin obtained after acid precipitation in the pretreatments liquor showed, after thermal analysis,
a higher enthalpy for bagasse pretreated with calcium hydroxide compared to bagasse pretreated
with peroxide, of 67.9 J/g and 52.5 J/g, respectively. Thus, in addition to the lignin, the use of

biogas energy can become an important complement to the second generation ethanol production.

Keywords: Sugarcane bagasse, pretreatment, enzymatic hydrolysis, second generation ethanol,

energy use
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

O setor de bioenergia encontra-se diante de um grande desafio: o de comprovar e
garantir sua sustentabilidade. Alternativas energéticas, por meio de fontes renovaveis de energia,
tem sido objeto de pesquisas no mundo inteiro, seja por motivos econdmicos, geopoliticos ou

ambientais.

As biorrefinarias, que visam a produc¢do de vérios produtos e subprodutos como os
combustiveis liquidos, produtos quimicos, calor e/ou eletricidade, estdo cada vez mais em foco
no mercado de bioenergia (CHEN et al., 2005; ZHANG, 2008). Em uma biorrefinaria
lignoceluldsica, a biomassa pode ser convertida em biomateriais tuteis e/ou energia, de forma
integrada, podendo assim, maximizar o valor econdmico da biomassa utilizada, reduzindo o
desperdicio e se tornando um importante instrumento de mitigacao de emissdes de gases do efeito
estufa (GEE) (SHEEHAN et al., 2003; THOMSEN, 2005). Neste contexto, o Brasil apresenta-se
com grandes perspectivas na implementacao de biorrefinarias relacionadas a cultura da cana-de-

acucar.

Atualmente o mercado brasileiro defronta-se com a perspectiva de um aumento
significativo da demanda de etanol. Esta previsdo se sustenta em trés realidades de mercado:
aumento interno do consumo de dlcool hidratado pelo sucesso da introdugdo da alternativa flex-
fuel no mercado de veiculos automotivos leves; expansdo das exportacdes brasileiras de dlcool
em funcdo do crescente interesse mundial pela mistura do etanol a gasolina, como forma de

enfrentar o aquecimento global e tendo em vista os altos precos do petréleo; op¢do brasileira pela
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producdo do biodiesel utilizando etanol na transesterificacdo dos 6leos vegetais (BONOMI,

2006).

Apesar do grande nimero de efeitos positivos relacionados ao consumo do etanol,
existem muitas criticas em relagdo a possivel expansio excessiva do cultivo de cana para fins de
producdo de combustivel no Brasil, porém segundo GOLDEMBERG et al. (2008), as areas
adequadas para o plantio de cana no pais estdo limitadas as condi¢des de solo, precipitacdo
pluviométrica e logistica, sendo que regides como o nordeste requerem altos investimentos em
irrigacdo. O mesmo autor cita também que ao longo dos anos nao se observou decréscimo das
areas agriculturdveis para a produgdo de alimentos no pais mesmo com o aumento do cultivo de
cana. E importante ressaltar que muitas dreas possiveis para expanséo sio terras degradadas ou de
pasto, o que ndo ameaca a producdo de alimentos nem dreas da Floresta Amazonica. A rotagdo de
cultura no cultivo da cana-de-acticar permite ainda que 20% de sua drea seja utilizada para

alimentos.

O programa de etanol no Brasil tem substituido aproximadamente 1,5% de toda a
gasolina usada no mundo. Uma visao realista projeta que mais que 10% de toda a gasolina usada
no mundo possa ser substituida por biocombustiveis nos préximos 15-20 anos, levando assim a
necessidade de um aumento significativo da producdo do etanol brasileiro (GOLDEMBERG,

2008).

Recentemente, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (Environmental
Protection Agency, EPA) confirmou que o etanol de cana-de-aciicar ¢ um biocombustivel
renovavel de baixo carbono, que pode contribuir de forma significativa para a reducdo das
emissOoes de gases causadores do efeito estufa. Assim, o etanol brasileiro passou a ser
reconhecido mundialmente como um biocombustivel avancado, capaz de reduzir as emissdes de
gases do efeito estufa em até 61%, quando comparado a gasolina, utilizando um prazo de

compensacao de 30 anos para emissodes ligadas a efeitos indiretos do uso da terra (UNICA, 2010).

Em contrapartida, o governo brasileiro autorizou uma reducdo do teor de etanol anidro a
gasolina de 25 para 20%. Esta decisdo foi tomada com o objetivo de ajustar a producdo de acticar
e de dlcool as variacdes de disponibilidade da cana e da demanda do mercado (FOLHA ONLINE,

2010). O etanol anidro € misturado a gasolina A, em um teor que pode variar de 20 a 25% +1%
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z

em volume, para formar a gasolina C que € comercializada nos postos, sendo este teor

estabelecido pela Comissdo Interministerial do Actcar e do Alcool (CIMA).

Contudo, apesar do aumento nas vendas de etanol nos ultimos trés anos e do custo
competitivo de produ¢do do combustivel, com baixa emissao de CO,, o Brasil necessita de uma
politica de expansdo para a produ¢do do etanol, ndo apenas para abastecer o mercado interno
como também para suprir a demanda de outros paises frente as novas exigéncias ambientais,
estimulando cada vez mais a pesquisa e o desenvolvimento de novas matérias-primas para o

etanol, como a biomassa lignoceluldsica, e a construgao destas biorrefinarias integradas.

Este importante salto na produgdo, que comeca a se tornar realidade através da
implantacdo de novas usinas, abrindo novas fronteiras agricolas para a cana-de-agucar, exigird,
paralelamente, um esfor¢o concentrado na busca de um aumento significativo na produtividade
alcancada em litros de dlcool produzido por hectare-ano de cana plantada. Este aumento podera
ser alcancado através de duas rotas tecnoldgicas. A primeira rota tem seu foco voltado para a drea
agricola e buscard, através da ampliacdo do atual programa de introdu¢do de novas variedades de
cana e, futuramente, através do emprego da cana transgénica, estender e, se possivel potencializar
o atual nivel de aumento de produtividade em toneladas de cana/hectare-ano, que gira em torno
de 2,5% ao ano. A segunda rota, focada no setor industrial, buscard desenvolver tecnologias que
permitam o aproveitamento integral da cana-de-agicar na produgcdo de etanol ou outros

combustiveis renovdveis, agregando valor a cadeia da cana, através da producdo de novos

produtos (BONOMI, 2006).

A utilizacdo de biomassa para a producdo de dlcool combustivel pela rota quimica ou
bioldgica envolve, basicamente, dois processos: hidrdlise dos polissacarideos contidos nos
materiais lignoceluldsicos em acgucares e a fermentacdo destes em etanol ou outros combustiveis.
Considerando a grande disponibilidade deste tipo de matéria-prima no Brasil a custos muito
baixos quando comparados a outros paises, esta € uma op¢do bastante atraente, sendo a

possibilidade de obtermos resultados vidveis enorme.

O uso do bagaco como matéria prima apresenta uma série de vantagens: ja vem
processado das moendas; estd disponivel em grandes quantidades; tem custo minimo; estd pronto

para uso no local, evitando aumento de custo devido ao transporte (OLIVERIO e HILST, 2005).
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Além disso, a producdo de etanol de segunda geracdo apresenta como grande vantagem a

possibilidade de integracdo com o processo de primeira geracao.

Em geral, os materiais lignocelulésicos apresentam uma estrutura complexa e compacta
sendo necessdrio submeter esta biomassa a pré-tratamentos fisicos e/ou quimicos antes da sua
hidrdlise para producdo de etanol. Esta etapa € responsdvel pela remocgdo de lignina e
hemicelulose, reducdo da cristalinidade da celulose e aumento da porosidade do material, de

maneira a tornar a celulose susceptivel a hidrélise.

O pré-tratamento € visto como uma das etapas mais caras do processo de conversao da
biomassa em agucares fermentesciveis e por isso, apresenta um grande potencial para melhorar a
eficiéncia e baixar o custo no processo de pesquisa e desenvolvimento (LEE et al., 1994; LYND

et al., 1996; MOSIER et al., 2003a, b).

Em relacdo a hidrolise, as rotas mais conhecidas sao as que utilizam acidos ou enzimas.
Embora os processos dcidos sejam eficientes e relativamente baratos, geram varios subprodutos
inibidores da fermentacdo, devido a degradacdo parcial da glicose, da fracdo hemiceluldsica e da
lignina. Ademais, os processos acidos exigem o uso de equipamentos construidos com materiais
caros para resistirem a corrosao e a altas temperaturas que correspondem eventualmente a altas
pressoes. Por isso, a sacarificacdo enzimética tem sido objeto da maior parte dos estudos hoje no
mundo, uma vez que proporciona maiores rendimentos e € realizada a pressdo ambiente e
temperaturas moderadas (50-60°C), sem a formagdo de subprodutos indesejdveis, sendo ainda
possivel utilizar técnicas avancadas de biotecnologia para sua otimizacdo (LEATHERS, 2003;
RILEY, 2002; SZCZODRAK e FIEDUREK, 1996; WYMAN, 1999). No entanto, no estigio de
desenvolvimento atual, o processo ainda é economicamente invidvel, o que justifica o interesse

pelo estudo.

O grande desafio da producdo economicamente vidvel do etanol de segunda geracdo
consiste em determinar a melhor opcao de disponibilizar a glicose a partir da hidrélise da celulose
em termos de custo global, rendimento glicosidico e fermentabilidade do hidrolisado, o que
provavelmente possibilitard uma comercializa¢do difundida do produto em um futuro préximo.

Além disso, visa-se uma perfeita integracdo energética do processo, com aproveitamento de todos
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os residuos, como a hemicelulose e lignina, além de uma grande quantidade de dguas residuais

geradas pelo processo.

Uma alternativa para a utilizacdo da hemicelulose e dessas dguas residuais € a producao
de biogds, que pode se tornar uma solugdo sustentdvel para a remoc¢do da matéria organica
residual nos efluentes de etanol, além da possibilidade de utilizacdo deste novo efluente como
adubo residual em solo agricola (LIU et al., 2006; TORRY-SMITH et al., 2003). O biogés
produzido pode suprir parte energética do processo de produgdo de etanol de segunda geracdo e
liberar o bagaco, que seria utilizado na cogeracao, para a produgdo de etanol de segunda geracao.
Uma opcao para a lignina € utilizd-la para a producdo de calor/energia através da sua queima

direta em caldeiras.

1.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho € estudar a producdo de etanol de segunda geracdo a partir do
bagaco de cana-de-acucar, comparando dois diferentes pré-tratamentos: hidréxido de cdlcio e
peréxido de hidrogé€nio alcalino. Além disso, foi estabelecida uma visdo mais ampliada do
projeto, levando em considera¢do além da producao do etanol, através da sua integracdo com o
processo comercial ja existente, um estudo preliminar do aproveitamento dos residuos do
processo produtivo, visando a geracdo de calor e/ou eletricidade, proporcionando assim, uma

maior sustentabilidade no processo.

A Figura 1.1 apresenta uma visdo ampla do objetivo desta tese de doutorado,
relacionado a integracdo do processo principal com o aproveitamento dos subprodutos. O
fluxograma apresenta um caso especifico para este trabalho ndo sendo necessariamente a tnica

forma para desenvolvimento das etapas.
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Figura 1.1: Fluxograma apresentando a visdo do projeto destacando cada uma das etapas e seus

principais produtos.

1.1.1 Objetivos Especificos

Os tdépicos a seguir apresentam os principais passos seguidos para atingir o objetivo

principal deste trabalho:

i. Estudo e comparacao de dois pré-tratamentos sobre diferentes tamanhos de
particulas. Foram estudadas trés varidveis do processo: tempo de reagdo, temperatura e
concentracdo de reagente para os pré-tratamentos com hidréxido de célcio (cal) e perdxido de
hidrogénio alcalino. A influéncia das varidveis foi analisada quanto a efici€ncia em produzir
actucares no processo de hidrélise, levando em consideracdo principalmente a produgao de glicose
(acicar fermentescivel). As andlises foram realizadas através do software STATISTICA 7.0
(Statsoft, Inc., Tulsa, OK). Modelos lineares ou quadraticos foram escolhidos de acordo com a

necessidade de cada processo.
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ii. Otimizacdo das melhores condicoes reacionais e tamanhos de particula em cada
um dos pré-tratamentos. Nesta etapa, as andlises foram realizadas através de modelos
quadraticos (superficies de resposta) utilizados para definir as condi¢des que separadamente e
simultaneamente maximizam as varidveis de resposta. As andlises foram novamente realizadas

através do software STATISTICA 7.0 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK).

iii. Estudo do aumento da concentracao de sélidos na etapa de pré-tratamento. Nesta
etapa foi testada a possibilidade de um aumento da carga de sdlidos para cada um dos pré-

tratamentos visando assim tornar o processo mais robusto.

iv. Execucdo de experimentos para determinacio da carga enzimatica minima
(celulase e B-glicosidase) capaz de levar a um alto rendimento do processo. Esta etapa de
otimizacdo enzimadtica foi realizada com o bagaco pré-tratado em cada uma das condi¢des Gtimas

e os resultados analisados com a ajuda do software STATISTICA 7.0 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK).

v. Estudo do aumento da carga de s6lidos durante a etapa de hidrélise enzimatica.
Estudos foram realizados visando um aumento da carga de s6lidos na hidrdlise enzimética para
cada um dos pré-tratamentos com as condicdes previamente otimizadas, levando em

consideragdo processos em batelada e batelada alimentada.

vi. Fermentacao do processo otimizado para producido do etanol. Nesta etapa foram
realizadas a fermentacdes dos hidrolisados enzimaticos obtidos para cada um dos pré-tratamentos
levando em consideracdo andlises quanto ao teor de inibidores, principalmente furfural, 5-
hidroximetilfurfural e 4cido acético. A fermentacdo foi conduzida nas condicdes industriais
usuais, em processos continuos, adicionando o hidrolisado ao melago industrial, além de

fermentagdes em batelada com o hidrolisado puro para comprovar sua fermentabilidade.

vii. Propostas de utilizacdo dos residuos do processo. Foi analisada a possibilidade de
utilizag¢do do licor de pré-tratamento de cada um dos processos, da fracdo sélida resultante apds a
etapa de hidrolise enzimética e da fra¢do de lignina sélida precipitavel do licor de pré-tratamento

quanto a eficiéncia energética e possibilidade de geracdo de energia.
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1.2 Organizacao do Trabalho

Esta tese de doutorado foi dividida em capitulos, nos quais sdo abordados os seguintes

temas:

O Capitulo 2 apresenta a ‘“Revisdo Bibliografica”, onde sdao abordados a composicao
quimica da biomassa e os tipos de pré-tratamento mais utilizados, dando énfase aos pré-
tratamentos com hidréxido de célcio e peréxido de hidrogé€nio alcalino. Apresentam-se também,
neste capitulo, os principais conceitos relacionados a hidrélise enzimatica, descrevendo a forma
de atuacdo das enzimas utilizadas. Além disso, uma revisdo relacionada aos processos

fermentativos e aproveitamento do residuo industrial foi apresentada.

No Capitulo 3, “Preparacdo e andlise prévia da biomassa e enzimas”, foi apresentada
toda a metodologia empregada na separacdo e caracterizacdo quimica do material lignoceluldsico
e das enzimas celulase e B-glicosidase, além dos resultados relacionados a esta preparacio, tais
como andlise compositiva de cada biomassa estudada, andlise das atividades enzimdticas e de

seus efeitos sob o pH e a temperatura do meio.

No Capitulo 4, “Estudo e comparagao dos pré-tratamentos sobre diferentes tamanhos de
particula”, foi apresentado um estudo inicial das condi¢des de pré-tratamento visando a
comparacdo de dois tamanhos de particula: o bagagco de cana nio peneirado e peneirado. Foram
utilizados como agentes de pré-tratamento o hidroxido de célcio e peréxido de hidrogénio
alcalino, levando em consideracdo os efeitos da varidvel tempo reacional, temperatura e
concentracdo do reagente em relacdo a eficiéncia em liberar os acucares apds hidrdlise

enzimatica.

No Capitulo 5, “Otimizagao das condi¢des de pré-tratamento”, foi apresentada a escolha
do bagaco a ser utilizado na etapa de otimizacdo, sendo descritas todas as andlises e resultados do

planejamento estatistico composto central visando a otimiza¢do dos pré-tratamentos propostos.

O Capitulo 6, “Estudo do aumento da concentracdo de sélidos na etapa de pré-
tratamento”, foi apresentado um estudo relacionado ao aumento da concentracdo de sdlidos na

etapa de pré-tratamento do bagaco com hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio alcalino.
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Para o Capitulo 7, “Otimizacdo da carga enzimatica”, foi apresentado um estudo visando
a otimizagdo da carga enzimadtica para a hidrélise do bagago pré-tratado com hidréxido de célcio
e peroxido de hidrogénio alcalino nas condi¢des previamente otimizadas. O intuito desta etapa foi
determinar a carga enzimdtica minima capaz de levar a um alto rendimento de acucares

fermentesciveis.

No Capitulo 8, “Estudo do aumento da concentracdo de sdlidos na etapa de hidrdlise
enzimatica”, foi apresentado um estudo do aumento da concentracdo de sélidos na etapa de
hidrélise enzimdtica do bagago pré-tratado com hidréxido de célcio e per6xido de hidrogénio
alcalino. O intuito € determinar a mdxima concentracdo de sdlidos possivel para entrada no reator
de hidrdlise sem que haja um comprometimento no andamento desta etapa e consequentemente

menor liberagdo dos agticares fermentesciveis.

No Capitulo 9, “Fermentacdo dos hidrolisados para producdo de etanol de segunda
geracdo”, foram apresentados os resultados das fermentacOes utilizando os hidrolisados obtidos
ap6s hidrdlise enzimdtica, nas condi¢des otimizadas, do bagago pré-tratado com hidréxido de
calcio e peréxido de hidrogénio alcalino, também nas condi¢des otimizadas, através de processos

continuos e em batelada.

No Capitulo 10, “Propostas para utilizagdo dos residuos dos processos”, foi proposta
uma separacao do licor de pré-tratamento visando a obtencao, na fragcdo solivel, de um licor rico
em acgucares ndo fermentesciveis e na fragdo insoluvel, da lignina precipitdvel. O objetivo, nos

dois casos, € utilizar estes residuos para a geracdo de energia para o processo produtivo.

E por fim, o Capitulo 11, “Conclusdes finais”, apresenta um resumo dos resultados mais

relevantes do trabalho.

1.3 Producio Bibliografica

Esta Tese de Doutorado deu origem, até 0 momento, aos seguintes trabalhos:
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O melhoramento na qualidade de vida da populagdo exige uma solucdo para os
problemas relacionados com a caréncia de alimentos, a escassez energética e a poluicdo. O
aproveitamento dos residuos lignocelulésicos tem sido apresentado como uma solugdo alternativa
que abrange o contexto destes problemas. A biomassa € uma fonte renovavel de producao de
energia em escala suficiente para desempenhar um papel expressivo no desenvolvimento de
programas vitais de energias renovaveis e na criagdo de uma sociedade ecologicamente mais
consciente. Embora seja uma fonte de energia primitiva, seu amplo potencial ainda precisa ser
explorado. Entre as biomassas lignocelulésicas, o bagago e a palha da cana-de-actcar destacam-
se no Brasil como sendo economicamente vidveis para a produgdo de combustiveis

“ambientalmente corretos”.

2.1. A Cana-de-Acucar

A cana-de-acticar (Saccharum officinarum) € uma graminea origindria do sudeste
asidtico, e introduzida no Brasil pelos portugueses no inicio do século XVI, sendo hoje muito

cultivada em regides tropicais e subtropicais do pais (ROSILLO-CALLE et al., 2005).

Trata-se de uma planta da familia Poaceae, representada pelo milho, sorgo, arroz e

muitas outras gramas. As principais caracteristicas dessa familia sdo a forma da inflorescéncia
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(espiga), o crescimento do caule em colmos, folhas com laminas de silica em suas bordas e

bainha aberta. Desde a sua origem até os dias atuais ela vem passando por modificagdes, o que

resultou em varias espécies, as quais diferem entre si principalmente quanto ao contetido de fibras
e acucares. Hoje, a maior parte da cana-de-agucar cultivada € um hibrido multiespecifico,

recebendo a designacdo de Saccharum spp. (JOAQUIM, 1997).

A cana é composta por partes subterraneas e aéreas. As raizes e rizomas fazem parte da
parte subterranea da planta, enquanto o colmo, as folhas e as flores fazem parte da parte aérea. A

Figura 2.1 mostra a estrutura da cana-de-acucar.

Raizes mo Broro ,
RAIZES DA ESTaCA
CIRIGINAL

Figura 2.1: A cana-de-acgucar (TRIANA et al., 1990).

Sua reproducdo se faz assexuadamente, ou seja, através de colmos sementes que, pela
brotagdo de suas gemas, dao origem aos colmos primdrios dos quais surgirdo os secundarios,
depois os tercidrios, até a formacao de uma touceira (SCHLITTLER, 2006). Pode atingir de 2 a 5
metros de altura, e apresentar diferentes tonalidades de cor. E composta principalmente por dgua
e acucares que se concentram nos colmos, sendo a sacarose o carboidrato predominante. Os
colmos sdo caracterizados por nés bem marcados e entrends distintos, quase sempre fistulosos e

espessos, apresentam assim um alto teor de fibras. A composi¢do quimica da cana € bastante
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N ~

varidvel quanto a proporcdo dos elementos; porém, quantitativa e qualitativamente, exibe

regularidades em todas as variedades. (SCHLITTLER, 2006).

Estruturalmente, a cana consiste de vdrios tipos de tecidos, tais como o cortex (ou
casca), tecido parenquimatoso e hastes fibrovasculares. O cértex € composto de fibras muito
lignificadas, sendo caracterizado pela espessura da parede celular, comprimento e rigidez de suas
fibras. Este tecido confere protecdo contra os efeitos mecanicos externos, servindo de suporte
para a planta. A parte interior do talo € constituida por um tecido parenquimatoso (medula) de
carater nao fibroso, o qual possui como principal funcdo o armazenamento do suco adocicado
produzido pela planta. Imerso dentro deste tecido encontram-se as hastes fibrovasculares,
compostas de fibras curtas e vasos que atuam na sustentacdo e conducio dos alimentos e outros
produtos ao longo da planta (PATURAU, 1989). A Figura 2.2 apresenta um corte transversal da

cana onde é possivel observar a parte fibrosa e medular da planta.

Feixe vascular Feixe vascular
Escala: 2220 Escala: x108

Células compactadas
Floema o

.
.
.
.

Ay,

L..".. Fibra ,-'.'

Medula

Figura 2.2: Micrografia da secdo de cana (PATURAU, 1989).

De um modo geral, as células que constituem as fracdes de fibra e de medula sdo
bastante diferentes fisicamente. As fibras possuem uma grande razdo comprimento/didmetro

(cerca de 70) e um elevado coeficiente de expansdo e contragdo sob processos de umedecimento
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e secagem. Isto ocasiona forte integracdo entre as fibras e contribui para forca e coesdo
necessdrias para a produgdo de papel. As células da medula sao de formas e tamanhos irregulares
com a razdo diametro/comprimento por volta de 5. A Tabela 2.1 apresenta a composi¢ao média

do bagaco de cana-de-agucar.

Tabela 2.1: Composicdo do bagaco de cana-de-agicar — valores médios internacionais

(PATURAU, 1989).

Tipo Holocelulose*  Celulose = Hemicelulose Lignina Cinzas
Total 70,5 36,0 26,0 20,0 2,2
Fibra 71,5 41,0 27,5 20,5 1,2
Medula 71,0 33,5 29,0 21,0 3,2

*Holocelulose indica a fragdo total de carboidratos do material da planta que fica depois da

remocgao da lignina.

O Brasil € o maior produtor de cana-de-acucar para a industria de agucar e dlcool. Apds
a extracdo do caldo, do qual sao produzidos o acticar e o dlcool etilico, o bagaco que sobra é em
parte queimado para a geracdo de energia elétrica e térmica para os processos industriais
(HASSUANI et al., 2005). O uso de processos mais eficientes estd levando o setor a tornar-se um
gerador de excedentes de energia elétrica, possibilitando assim a hidrdlise do material
lignoceluldsico restante para produgdo de agicares fermentesciveis (rota quimica e bioldgica) ou

a gaseificac@o deste material seguida pela sintese de combustiveis liquidos (rota térmica).

Devido ao excedente de bagaco e a legislagdo que restringe gradualmente a queima da
palha no campo, o que deverd atuar positivamente para que este residuo seja incorporado ao
sistema de geracdo de energia nos proximos anos, foi estimado que as usinas de agucar e alcool
podem liberar de 30 a 50% do bagago produzido para usos alternativos (MACEDO, 2001). Com
estes altos indices, espera-se que nos proximos anos sua utilizacdo para energia, com a
competi¢do entre energia elétrica e a producdo de etanol de 2% geracdo, seja implementada em

larga escala.
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2.2. Biomassa Lignoceluldsica

As biomassas lignoceluldsicas constituem o material mais abundante em nosso planeta,
tornando-se atrativas para producdo de etanol, assim como para outros biocombustiveis. Sao
compostas basicamente por celulose, hemicelulose e lignina, além de pequenas quantidades de
outros componentes. A Figura 2.3 apresenta um modelo da estrutura molecular dos principais

constituintes do material lignoceluldsico.

L 1] LULDSE HEWICELLULOSE
HYDFEOHEN BRADG CRLLULDSE [5-1 BEUCELLL. . L.M.

Figura 2.3: Modelo da estrutura molecular dos principais constituintes do material

lignocelulésico (parede secundéria) (BIDLACK et al., 1992).
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Analisando a Figura 2.3 observa-se que os componentes sdo arranjados de modo que as
cadeias de celulose e hemicelulose sejam fixadas pela lignina. Paralelamente, as cadeias de
celulose se mantém compactadas através de ligagdes de hidrogénio que promovem a rigidez da
planta, enquanto que a lignina circundante “gruda” os componentes € age como uma barreira
fisica para o ataque de microrganismos e dgua. A hemicelulose, por sua vez, proporciona a

ligacdo entre a celulose e a lignina formando assim a rede fibrosa.

Deste modo, os dois maiores obstaculos para impedir a hidrélise da celulose de materiais
lignoceluldsicos sdo a recalcitrancia da prépria celulose cristalina, proveniente da estrutura linear
das cadeias de celulose compactadas em microfibrilas, e a alta protecdo que a lignina proporciona

a estrutura celuldsica, atuando como uma barreira fisica contra o ataque enzimaético.

2.2.1. Celulose

A celulose € o principal constituinte dos materiais lignoceluldsicos. Quimicamente, é
uma molécula simples formada por anéis de B-D-glicopiranose unidas por liga¢des do tipo B-D
(1,4) glicosidicas, de férmula geral (CcH;0Os),. Este polimero natural € um homopolissacarideo

linear cuja unidade repetitiva € a celobiose (Figura 2.4).

OH
o HO OH 0 HO OH
RO © © %/ © oF
HO OH 0 HO OH 0
OH OH

Celobiose Glicose
Figura 2.4: Estrutura da celulose, parte central da cadeia molecular (FENGEL e WEGENER,
1989).
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Na celulose, as cadeias de glicose s@o unidas por forcas de Van der Waals e por ligacdes
de hidrogénio na estrutura cristalina, sendo esta estrutura chamada de fibrila elementar, que
consiste em aproximadamente 40 cadeias de glicana (BIDLACK et al., 1992). A jun¢do destas
fibrilas elementares, que essencialmente apresentam comprimento infinito e uma largura de

aproximadamente 250 A, da a formacgdo das microfibrilas (FAN et al., 1982).

As regides dentro das microfibrilas que apresentam uma elevada ordem sdo
denominadas de regides cristalinas e as regides menos organizadas, denominadas amorfas. As
duas formas ocorrem em propor¢des caracteristicas em celuloses de diferentes origens, e o ataque
enzimatico pode ser preferencial em um dos tipos de estrutura (GAMA, 1996). Na regido
cristalina a fibra tem maior resisténcia a tracdo, ao alongamento e a solvatagcdo; ja na regido
amorfa, a fibra apresenta maior grau de flexibilidade (FENGEL e WEGENER, 1989). A
cristalinidade pode ser estudada por varias técnicas, como, por exemplo, raios-X, espectroscopia

no infravermelho, Raman dentre outros (BRISTOW e KOLSETH, 1986).

O material amorfo € definido como o material que é disforme ou ndo apresenta uma
forma definitiva, entretanto, a celulose amorfa provavelmente ainda possui algum grau de ordem
(O'SULLIVAN, 1997). LARSSON et al. (1997) investigaram molecularmente a celulose e
relataram que a maioria das regides amorfas correspondia as cadeias situadas na superficie, visto
que os componentes cristalinos ocupam o nuicleo do microfibrila como apresentado na Figura 2.5

(A).

7z

Uma arquitetura molecular diferente da celulose cristalina e amorfa € sugerida por
MOSIER et al. (1999) e por TENKANEN et al. (2003). Ambos descrevem a celulose como
sendo semicristalina, com regides de elevada cristalinidade, com uma quantidade de
aproximadamente 200 residuos de glicose, separadas por regides amorfas, como apresentado na

Figura 2.5 (B).
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Regido amorfa

l Regido cristalina

Regido amorfa

Figura 2.5: Diferentes visdes do modo de distribuicio da celulose cristalina e amorfa na
microfibrila. A: Celulose cristalina estd no centro da microfibrila e € envolta pelo substrato

amorfo. B: As regides cristalinas e amorfas sdo repetidas ao longo da dimensao horizontal.

As fibras de celulose, quando colocadas em contato com a dgua e certos solventes
organicos, sofrem intumescimento. A extensdo do intumescimento da celulose pode ser
intercristalino ou intracristalino. No primeiro caso o agente intumescedor penetra nas regides
amorfas da microfibrila da celulose e nos espacos entre elas. O caso mais comum de
intumescimento intercristalino é o inchamento da celulose em dgua. No segundo caso o agente
intumescedor penetra nas regides cristalinas das microfibrilas. O intumescimento intracristalino
pode ser efetuado pelo uso de solu¢des concentradas de dcidos e bases fortes e de solucdes de

alguns sais (D.ALMEIDA, 1988).

A celulose existe em sete estruturas de cristal (estruturas polimorfas) designadas como
celulose la, I, I1, 111, I, IV1, e IV (O'SULLIVAN, 1997). Na natureza, a celulose Ia e I sdo
as formas de cristal mais abundantes. Io. € meta-estavel, e assim, mais reativo do que 1. A
porcentagem do polimorfo Ia na celulose cristalina varia de 70% na celulose bacteriana
(O'SULLIVAN, 1997), 64% na celulose isolada da alga Valonia ventricosa, € 20% no rami e na
celulose do algodio (YAMAMOTO e HORIIL, 1994). A coexisténcia de dois polimorfos da
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celulose nativa, dos quais tem estabilidades diferentes, pode implicar que a parte do polimorfo Ia

dentro da microfibrila € mais propenso ao ataque enzimaético.

Da hidrélise da celulose obtém-se polimeros menores, oligossacarideos com cadeias
terminais redutoras e nao redutoras (Figura 2.6) que, ap6s hidrélises mais extensas, decompdem-

se dando origem a celobiose (dissacarideo redutor) e a glicose.

OH CH,OH H*
0 1:>
O
OH OH O—_
0 0]
CH,OH OH |
celulose
OH CH,O0H

oH OH OH~-0
OHs,,fA,.o___R.
s 0
OH

CH,OH
Grupo Redutor Grupo nio Redutor

Figura 2.6: Reacoes de hidrélise da celulose. R e R' sdo as semicadeias do polimero de celulose.

A ligacdo em zig-zag representa a ligagao B3-D (1,4) glicosidica.

Apesar da sua simplicidade quimica, existe uma complexa gama de formas fisicas da
celulose devido principalmente a diversidade de origem e aos processamentos tecnolégicos
subseqiientes a que a biomassa celuldsica € sujeita. A descricdo destes substratos inclui
propriedades como o tamanho, a forma, a porosidade, o grau de polimerizacao, a 4rea superficial,
a associacdo com compostos nio celulésicos, a conformacdo molecular e cristalinidade, sendo

todos eles relevantes para o processo de hidrélise (BEGUIN e AUBERT, 1994).

2.2.2. Hemicelulose

As hemiceluloses estdo presentes em todas as camadas da parede celular das plantas,
mas concentram-se, principalmente, nas camadas primdria e secunddria, onde estdo intimamente
associadas a celulose e lignina. Cerca de 30% dos polissacarideos que constituem a parede celular

dos vegetais referem-se a hemicelulose sendo este, portanto, um carboidrato abundante na
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natureza (DA SILVA et al., 1997; HON e SHIRAISHI, 1991). As unidades de agucares que
formam as hemiceluloses podem ser subdivididas em grupos, tais como pentoses, hexoses, dcidos

hexourdnicos e desoxi-hexoses (Figura 2.7).

A xilana é o principal polissacarideo componente das hemiceluloses, e trata-se de um
heteropolissacarideo composto de ligacdes P-1,4 de residuos de D-xilanopiranosil com
ramificacdes arabinosil e/ou acetil, dependendo do vegetal em que se encontra. No caso de
madeiras duras, tais como Eucalipto e bétula, nas quais a xilana corresponde de 20 a 35% do peso
seco da biomassa, o grupo substituinte é o O-acetil-4-O-metilglucuranoxilana, e em madeiras
moles, como Pinos, vérios cereais e gramineas, ¢ o arabino-4-O-metilglucuranoxilana. Neste
caso, a fracdo de xilana corresponde, em média, a 8% do peso seco da biomassa. Residuos de
acido ferudlico e cumdrico podem ainda apresentar-se esterificados aos substituintes do tipo L-

arabinose (HALTRICH et al., 1996; WONG et al., 1988).

Pentoses Hexoses Acidos Desoxi-hexoses
Hexuronicos
CHEUH COOH
0 OH oH OH HO L OH
OH 3
OH HO
H H H
H H
f-D -Xilose f-D -Glicose acido f-D -Glucurdnico a-L -Ramnose
o CH2DH o CO0H
H OH OH OH |'|3 OH
HqCO H HO
H
OH H
o-L - Arabinopirancse f-D-Manose acide m—-D -4 -0 -Metilglucurénico o-L -Fucose
O. oOH CH,0H COOH
HO, ° HO!
HOH,C” \ oH OH y OH y
H H H
o—L - Arabinofurancse m—D - Galactose acido o-D - Galacturonico

Figura 2.7: Estrutura dos monossacarideos que formam as hemiceluloses (FENGEL e

WEGENER, 1989).
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As hemiceluloses diferem da celulose principalmente por sua constituicdo em diferentes
unidades de acticares, formando cadeias moleculares curtas e bastante ramificadas. A Tabela 2.2

apresenta algumas diferencas entre a celulose e hemicelulose.

Tabela 2.2: Diferencas entre celulose e hemicelulose (BIANCHI, 1995).

Celulose Hemicelulose
Unidades de glicose ligadas entre si Unidades variadas de actucares
Grau de polimerizagao elevado Grau de polimerizagao baixo
Forma arranjo fibroso Nao forma arranjo fibroso
Forma regides amorfas e cristalinas Foram somente regides amorfas
E atacada lentamente por dcido mineral E atacada rapidamente por dcido mineral
diluido a quente diluido a quente
E insolivel em alcali E soldvel em dlcali

Apesar de serem ambas constituidas por agucares, existem importantes diferencas de
comportamento reacional entre as hemiceluloses e a celulose, devido, principalmente, a estrutura
fisica. As hemiceluloses sdo totalmente amorfas e, portanto, menos resistentes ao ataque de
agentes quimicos. Embora ndo haja evidéncias de que a celulose e as hemiceluloses estejam
ligadas quimicamente, as ligacdes de hidrogénio e a interpenetracdo fisica existente entre elas
tornam a sua separa¢do quantitativa impossivel. A presenca de hemicelulose junto a celulose
resulta em importantes propriedades para as fibras, contribuindo para o intumescimento, a

mobilidade interna e o aumento da flexibilidade das fibras (BIANCHI, 1995).

2.2.3. Lignina

Depois da celulose, a lignina € a substancia organica polimérica mais abundante nas
plantas. Ela estd presente principalmente na lamela média e na parede secundaria. A lignina € a
substancia que confere rigidez a parede das células. Na madeira, age como um agente permanente
de ligacdo entre as células, gerando uma estrutura resistente ao impacto, compressdao e dobra.
Além disso, estd envolvida também com o transporte interno de dgua, nutrientes e metabdlitos

(BRISTOW e KOLSETH, 1986).
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A lignina € incorporada durante o crescimento do vegetal, sendo composta basicamente
de unidades fenilpropano que formam uma macromolécula tridimensional e amorfa. Apresenta
um esqueleto basico de quatro ou mais unidades de fenilpropano por molécula substituida. Estes
monomeros que formam a lignina sdo denominados dlcoois cumarilicos, que sdo diferenciados

entre si pelas substituicdes que apresentam no anel aromatico:
e Alcool p-cumarilico, sem substitui¢do, precursor das unidades p-hidroxifenilicas (H),

e Alcool coniferilico, com grupo metoxilico na posi¢do 3 do anel aromadtico, precursor das

unidades de guaiacil (G),

e Alcool sinapilico que d4 lugar as unidades de siringilo (S) e apresenta os grupos metoxilico

nas posigdes 3 e 5 do anel aromatico.

A Figura 2.8 apresenta os precursores primarios na formacao da lignina.

CH-OH CH20OH GHsOH CH2>0OH
|
CH CH CH CH
) I Il Il
CH CH CH CH
—_—
OCHs CH30 CHa
oH OH QOH
a b C d

Figura 2.8: Derivados do dlcool cindmico (a): dlcool trans-p-cumadrico (b), dlcool trans-
coniferilico (c) e dlcool trans-sinapilico (d), sdo os trés precursores primdrios na formacdo da
lignina no processo de polimerizagao desidrogenativa iniciada por enzimas (FENGEL e

WEGENER, 1989).

A estrutura quimica da lignina € bastante complexa e ainda ndo conhecida
completamente. A propor¢do dos precursores da lignina varia entre as diferentes espécies de
plantas e a razdo entre eles tem sido usada com propdsitos taxondmicos. As ligninas de madeiras

duras (Figura 2.9) apresentam em sua composicdo, além de grupos guaiacil, proporcdes mais
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altas de grupos siringil, enquanto as ligninas de madeiras moles sdo mais ricas em grupos
guaiacil. Como conseqiiéncia desta diferenca quimica, as ligninas de madeiras duras sdo menos
condensadas e mais susceptiveis a conversao quimica e biolégica que as de coniferas. As ligninas
de gramineas, tais como o bagago de cana, apresentam grupos p-cumaril, além de grupos siringil

e guaiacil (FAIX et al., 1992; FENGEL e WEGENER, 1989; FERNANDEZ et al., 1990).

c
|
C
I
c o
1]
CH.om e CHQDH
——CH —_——H CH
@ OCH3) I I r
[ —

iCarsohydra tl- Q= CH C=0
:
H,CO ; & ocu,
CH[O-C]

Figura 2.9: Estrutura da lignina de abeto (Picea abies) proposta por Adler (FENGEL e
WEGENER, 1989).

A estrutura da lignina nao é homogénea, apresentando regides amorfas e estruturas
globulares (BIDLACK et al., 1992). A lignificacdo da parede celular € um processo controlado
individualmente para cada célula, sendo a lignina o dltimo polimero a ser depositado na parede

celular, surgindo inicialmente nos cantos das células apds a deposi¢cao da celulose na parede
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secundéria, que ocorre depois do término do processo de alongamento das células e quando
comega o espessamento da parede secunddria. A deposicao da lignina prossegue pela lamela
média, pela parede primdria e continua na parede secunddria, até a formagao da parede tercidria

(FENGEL e WEGENER, 1989).

A interacdo entre a lignina, celulose e hemicelulose determinam a ultraestrutura da

parede celular dos materiais lignoceluldsicos.

2.2.4. Pectinas

As pectinas sdo uma complexa familia de polissacarideos constituidos basicamente por
acido poligalacturdénico e, em menor quantidade, ramnose, arabinose e galactose (BRETT e
WALDRON, 1996b). A pectina é formada por um esqueleto de residuos de dcido galacturdnico
unidos por ligacdes o(1,4). A cadeia de poligalacturbnico esta interligada por residuos de
ramnose unidas por ligagdes a(1,2). Estes residuos de ramnose podem ter unido a si largas
cadeias laterais de L-arabinose e D-galactose. Em algumas pectinas, as cadeias laterais podem
finalizar no 4cido ferdlico unidos na posi¢do O-3 da arabinose ou na O-2 da galactose

(ANDERSEN, 2007).

As pectinas constituem o componente principal da lamela média da parede vegetal. Sao
as fracdes mais facilmente extraiveis da parede celular, apresentando propriedades de gel. Além
disso, o 4cido galactur6nico € uma molécula carregada negativamente, o que confere a parede

celular a propriedade de trocadora de ions como o calcio.

2.2.5. Outras Substancias

Existem outras substancias presentes na biomassa lignoceluldsica que nao siao parte da
parede celular e a maioria € solivel em solventes neutros. Os compostos soliveis em solventes
neutros ou fragdes extraiveis correspondem de 4-10% do peso seco da madeira. Incluem uma
diversidade de compostos como os terpenos, que sao polimeros de isopropeno; as resinas, que

incluem grande variedade de compostos nao voléteis como 6leos, dcidos graxos, dlcoois, resinas
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acidas, fitosterol, dentre outros; e os fendis, que apresentam como representante principal os
taninos. Dentro desta fracdo de extraiveis podem-se incluir carboidratos de baixo peso molecular,

alcaldides e lignina solivel (KLINKE et al., 2004).

Nas fracoes ndo extraiveis encontram-se parte das cinzas, residuos inorganicos,
principalmente carbonatos alcalinos, alcalinos terrosos e oxalatos, que permanecem depois de
queimar o substrato a elevadas temperaturas, e representam aproximadamente 2% do peso seco
das madeiras (KLASS, 1998). A propor¢do destes componentes estruturais nos residuos agricolas

e em madeiras depende da espécie, idade, condi¢des de crescimento, entre outros fatores.

2.3. Estrutura e Ultraestrutura da Parede Celular Vegetal

A estrutura da parede celular vegetal é subdividida em parede primdria (P), parede
secunddria (S1, S2 e S3) e parede tercidria (T). Essas camadas sdo compostas predominantemente
por celulose com espessura da ordem de 5 um e as células encontram-se separadas pela lamela
média (L.M), que é uma camada fina (mdximo 1 um de espessura), composta por elevada
concentracdo de lignina. A parede primdria € a camada mais fina da parede celular e a primeira a
ser depositada nas células (menor do que 0,1 um de espessura) (FENGEL e WEGENER, 1989).

A Figura 2.10 apresente as camadas da parece celular e ilustra como a lignina envolve as células.

A celulose e as hemiceluloses predominam na regido da parede celular enquanto que a
lignina se distribui por toda a estrutura, apresentando maxima concentracao na lamela média. A
distribuicdo da celulose, hemicelulose e lignina varia consideravelmente entre essas camadas

(FENGEL e WEGENER, 1989).

A Figura 2.11 apresenta o esquema da associacdo dos trés principais componentes na
parede celular vegetal: celulose, hemicelulose e lignina. A celulose existe na forma de
microfibrilas, e os microcapilares que circundam a armacgdo da parede celular sdo preenchidos
com hemicelulose e lignina. A Figura 2.11(A) mostra a vista transversal, isso ocorre quando a
secdo € perpendicular ao eixo longitudinal da fibra e a Figura 2.11(B) mostra a vista longitudinal

em relacdo ao comprimento da fibra (FENGEL e WEGENER, 1989).
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Matniz

Figura 2.10: Ilustracdo esquemadtica morfolégica da célula, parede secunddria e a relacdo da
lignina, hemicelulose, e celulose na parede secundédria da célula. Didmetro da célula de

aproximadamente 25 um (KIRK e CULLEN, 1998).

Celulose Polioses Lignina
)
B :

Pontes-H Ligau;u:u;:s_F‘L
Figura 2.11: Esquema da associacao celulose-hemicelulose-lignina na parede celular vegetal: A

vista transversal e B vista longitudinal (FENGEL e WEGENER, 1989). Ligacdes-PL, ligacdes

poliose — lignina.

A hemicelulose liga-se através de ligacdes de hidrogénio as microfibrilas da celulose,
dando assim forma a uma rede que fornece a espinha dorsal estrutural da parede celular da planta.

A presenca da lignina em algumas paredes celulares dd uma forca adicional, e fornece a
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resisténcia as pestes e as doencas. A celulose e a hemicelulose sdo fontes potenciais de agucares
fermentesciveis (HINMAN et al., 1989; HO er al, 1998; SREENATH e JEFFRIES, 2000;
TAHERZADEH et al., 1999). A presenca da lignina na parede celular, entretanto, impede a

hidrodlise enzimatica dos carboidratos.

2.4. Processo para Producao de Etanol a Partir de Materiais Lignoceluldsicos

O processo de obtencdo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos, baseado na
hidrdlise enzimdtica, consta basicamente de quatro etapas, com distintas possibilidades de
combinacdo (SUN e CHENG, 2002): producdo de enzimas, pré-tratamento, hidrélise enzimética

e fermentacao.

2.4.1. Produciao de Enzimas

As enzimas responsaveis pela degradacdo de materiais lignoceluldsicos sdao produzidas
principalmente por microrganismos como fungos filamentosos e bactérias. As espécies de fungos
mais estudadas que produzem celulases sdo o Trichoderma reesei, Penicillium pinophilum,
Humicola insolens, Trichoderma koningii, Penicillium funiculosum, Fusarium solani,
Myrothecium verrucaria, Sporotrichum pulverulentum e Aspergilo niger. Tais fungos excretam
uma celulase de alta atividade no meio de cultura (CANEVASCINI e GATTEN, 1981; DUFF e
MURRAY, 1996; FAN et al., 1987; LARIOS et al., 1984; LEE e FAN, 1980; PATHAK e
GHOSE, 1973; STERNBERG, 1976). Entre as bactérias produtoras de celulase tem-se a
Cellulomonas fimi e Clostridium thermocellum (BISARIA, 1991).

A fase de obtencdo de enzimas a partir de microrganismos celuloliticos apresenta, em
termos econdmicos, por volta de 50% do custo global do processo de obten¢do dos agucares
mediante hidrélise enzimatica (WYMAN, 2001). Apesar da diminui¢do dos custos das enzimas

nos dltimos 20 anos, elas ainda representam um importante papel sobre o preco final do etanol.

Além dos altos custos dos preparados enzimaticos, estes apresentam uma baixa atividade

especifica, da ordem de 10-100 vezes menores que a atividade das amilases empregadas na
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obtencdo do etanol a partir de biomassa amilicea (HOWARD et al., 2003), porque requerem

grandes quantidades para obter bons rendimentos de agucares.

Para melhorar estes aspectos, existem varios estudos sendo realizados: busca de
mutantes hiperprodutores e novos microrganismos produtores mediante metagendmica
(JACOBSEN et al., 2005; KUZNETSOVA et al., 2005), estudos de engenharia genética
(DALBOGE, 1997) e otimiza¢@o dos meios e das condi¢des de producao. Em relacdo aos meios
de producdo, existem estudos propondo o emprego dos proprios materiais lignocelulésicos como

matéria-prima na producao enziméatica (JORGENSEN e OLSSON, 2006; J UHASZ et al., 2005).

Além do baixo custo da matéria prima, a fermentacdo em substratos s6lidos oferece uma
série de vantagens (TENGERDY e SZAKACS, 2003), como o escasso requerimento tecnoldgico,
nao sdo necessdrias condig¢des estéreis durante o processo €, a0 mesmo tempo, a mistura
enzimadtica sintetizada € especifica do substrato. As enzimas empregadas normalmente nos
processos de hidrélise sdo obtidas de cultivos em estado sdlido ou cultivos submergidos de

Trichoderma reesei (ESTERBAUER et al., 1991).

Algumas destas tecnologias ja se utilizam em escala industrial enquanto que outras sao
produzidas especificamente para os processos em que sdo utilizadas. Existem também alguns
estudos sobre novas configuracdes do processo de obtengdo de etanol que integre as etapas de
producdo enzimatica, sacarificacio e fermentacdo mediante o emprego de microrganismos
celuloliticos e outros etanologénicos, ou mediante um Unico microrganismo com ambas

propriedades.

2.4.2. Pré-tratamento

O processo de producdo de etanol a partir do bagaco demanda a transformagdo da
celulose em mondmeros de glicose e subseqiiente conversdo dos mesmos, por microrganismos,
em etanol. Entretanto, a celulose nativa encontra-se muito protegida pela matriz lignina-
carboidrato, de modo que a celulose torna-se muito recalcitrante a a¢do hidrolitica, resultando em

processos lentos de conversdo. Portanto, torna-se necessario realizar um pré-tratamento do
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bagaco de modo a aumentar a exposi¢do das fibras de celulose, tornando-a mais acessivel aos

agentes hidroliticos enzimaticos ou 4cidos.

O pré-tratamento de uma biomassa lignocelulésica consiste em uma das etapas
operacionais mais relevantes em termos de custo direto, além de influenciar consideravelmente os
custos das etapas anteriores e subseqiientes do processo. Basicamente, o pré-tratamento
relaciona-se as operacdes de preparacdo de matéria-prima, bem como a hidrélise da celulose,
geracdo de produtos inibidores a hidrdlise enzimdtica e fermentacdo alcodlica, concentragdes
sacaridicas dos hidrolisados produzidos, purificagdo de produtos intermedidrios, tratamento de
residuos, agitacdo mecanica e geracdo de energia (LEE et al., 1994; LYND et al.; 1996; MOSIER
et al., 2003a, b). Neste contexto, deve-se buscar uma perfeita integracdo entre as diversas

operacoes.

De modo geral, o pré-tratamento deve ser muito eficiente em termos de rendimento,
seletividade, funcionalidade (garantindo acessibilidade da celulose aos agentes hidroliticos),
simplicidade operacional, seguranga, higiene industrial e atributos ambientais, enquanto consiste

em reduzido consumo de insumos quimicos, energia e utilidades (BAUDEL, 2006).

Os principais objetivos do pré-tratamento sdo: reduzir o grau de cristalinidade da
celulose, dissociar o complexo lignina-celulose, aumentar a drea superficial da biomassa,
preservar as pentoses maximizando os rendimentos em agucares € evitar ou minimizar a
formacdo de compostos inibidores do processo tanto na etapa de hidrélise quando na etapa de

fermentacao (HSU, 1996).

A Figura 2.12 apresenta um esquema da transformacio da biomassa durante a etapa de

pré-tratamento onde se observa a alteracio da estrutura e aumento da area superficial da celulose

(CHANG et al., 1998).
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Figura 2.12: Pré-tratamento nos materiais lignocelulésicos (adaptado por HSU et al., 1980).

Os relacionamentos entre os fatores estruturais e composicionais refletem a
complexidade dos materiais lignocelulésicos. A variabilidade nestas caracteristicas explica a
digestibilidade variando entre fontes diferentes de biomassa. Em principio, um pré-tratamento
eficaz causa o rompimento destas barreiras de modo que as enzimas hidroliticas possam penetrar
e causar a hidrélise (Figura 2.12) e minimiza também a degradagdo evitando a perda do agucar

(HOLTZAPPLE, 1993; LADISCH et al., 1983; LYND et al., 1991; MOSIER et al., 1999).

A Figura 2.13 apresenta um esquema das etapas de pré-tratamento. A transformacao
entre celulose cristalina (C) e amorfa (C*) é reversivel. Ambas formas rendem oligossacarideos,
que sdo hidrolisados a glicose. A degradacdo da glicose pode entdo originar inibidores da

fermentacdo (WEIL, 1992).

k Ky

C
K “ G, ——» G —— Degradacio
c*/k:'

Ky, k3, >> K,

Figura 2.13: Esquema representativo dos passos do pré-tratamento.
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2.4.2.1. Tipos de Pré-tratamento

Virios métodos de pré-tratamento de biomassas lignoceluldsicas tém sido sugeridos ao
longo das duas ultimas décadas. Em relacdo a sua natureza, estes podem se classificar em trés
grupos principais: fisicos, quimicos, bioldgicos, além de uma possivel combinacdo entre eles
(MOSIER et al., 2005; SUN e CHENG, 2002). A Tabela 2.3 resume algumas técnicas de pré-
tratamentos avaliadas para os materiais lignocelulésico com o objetivo de facilitar a hidrdlise
enzimatica. A evolugdo da eficiéncia dos pré-tratamentos tem sido baseada no rendimento de
hidrdlise apds esta etapa, em fungdo da qual se determina experimentalmente a condi¢ao 6tima de

operacdo em cada caso.

Embora muitos métodos de pré-tratamento tenham sido experimentados ao longo dos
ultimos anos, constata-se a crescente necessidade de desenvolver alternativas tecnoldgicas
eficientes em termos de custo global e competitividade econdmica. Basicamente, extracdes
seletivas de componentes ndo-celuldsicos (lignina e hemiceluloses) utilizando-se élcalis ou

acidos tém sido obtidas a custos relativamente razoaveis (BAUDEL, 2006).

Assim, parte dos objetivos deste trabalho sdo o estudo de dois pré-tratamentos quimicos,
hidréxido de célcio e peroxido de hidrogénio alcalino, para o bagaco de cana em diferentes
condi¢des de tempo, temperatura e concentracao de reagentes, visando a otimizacdo desta etapa

em termos de rendimentos de acticares fermentesciveis.
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Tabela 2.3: Métodos de pré-tratamentos de materiais lignoceluldsicos para hidrélise enzimética

(SZCZODRAK e FIEDUREK, 1996).

Operacoes (fatores) que

Métodos ocasionam mudanca na Tipo de mudanca Referéncias
estrutura do substrato

Fisico Moagem e trituracdo (bola, Aumento da area AZUMA et al.
energia vibratoria, rolo duplo,  superficial e tamanho (1985),
pressdo, martelo); radiacdo dos poros da particula, KOULLAS et
(raios de elétrons, raios v, diminui¢do do graude  al. (1992),
micro-ondas); altas polimerizacao. RAMOS et al.
temperaturas (pirdlises, (1993b).
explosdo a vapor).

Quimico Bases, acidos, gases, agentes Deslignificacao, FARID et al.
oxidantes e redutores, diminui¢do do graude  (1983),
solventes organicos. polimerizacao e SZCZODRAK

cristalinidade da et al. (1986),
celulose associada com BES et al.

o inchaco da amostra, (1989).
aumento da porosidade.

Bioldgico Bolor branco (Pleurorus, Deslignificagdo e ROLZ et al.
Pycnoporus, Ischnoderma, redugdo do grau de (1986),
Phlebia, etc.). polimerizacdo da MES-

celulose e HARTREE et
hemicelulose. al. (1987)

Combinado Tratamento alcalino associado  Degradagao da PURI e
com explosdo a vapor, hemicelulose, PEARCE
moagem acompanhada com deslignificacao, (1989).

tratamento alcalino ou
tratamento acido.

aumento da drea
superficial e tamanho
dos poros.
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2.4.2.1.1. Pré-tratamento com Hidroéxido de Calcio (Cal)

Alguns produtos quimicos t€ém sido estudados como agentes no pré-tratamento tais
como: acidos, bases, gases, solventes celuldsicos, dlcoois, agentes oxidantes e agentes redutores.
Dentre estes produtos quimicos, as bases sdo os agentes de pré-tratamento mais populares, porque

sdo relativamente econdmicos e degradam menos a celulose (CHANG et al., 1998).

Algumas bases podem ser usadas para pré-tratar materiais lignoceluldsicos e o efeito
deste pré-tratamento alcalino depende do conteddo de lignina neste material (FAN et al., 1987;
McMILLAN, 1994). O inchamento e diminuicdo da cristalinidade sdao os dois principais
processos fisicos que ocorrem durante a ativacdo da celulose pelo hidréxido de metal alcalino e
alcalino terroso. Quando a celulose € intumescida, as for¢as intermoleculares sdo menores devido
a solvatagdo, tornando as moléculas mais reativas. A razdo disto é que as ligacdes de hidrogénio
entre as cadeias adjacentes de celulose sdao rompidas, no decorrer do fendmeno de
intumescimento, devido a introdu¢do de moléculas do agente intumescedor. Em tal estrutura
intumescida, um reagente quimico pode penetrar e propagar-se com mais facilidade

(D.ALMEIDA, 1988).

Sendo assim, acredita-se que o mecanismo de pré-tratamento alcalino baseia-se na
saponifica¢cdo intermolecular das ligacdes cruzadas de ésteres da xilana presentes na hemicelulose
com outros componentes, por exemplo, lignina e hemicelulose. A porosidade do material

lignoceluldsico aumenta com a remogdo dessa ligagcdo cruzada (TARKOW e FEIST, 1969).

Os processos de pré-tratamentos com bases utilizam temperaturas e pressdes mais baixas
se comparadas a outras tecnologias de pré-tratamentos. Os pré-tratamentos basicos podem ser
realizados em circunstancias ambientais, mas o tempo de pré-tratamento € medido em termos de
horas ou dias. Ao contrdrio dos pré-tratamentos acidos, uma limitacdo ocorre porque algumas
bases sdo convertidas em sais irrecuperdveis ou incorporadas como sais na biomassa através das

reacOes do pré-tratamento.

Hidréxido de sédio, hidroxido de calcio, amdnia e uréia sao os alcalis mais comuns
usados como agentes de pré-tratamentos. Embora o hidréxido de s6dio aumente a digestibilidade

da biomassa significativamente, este € de dificil reciclagem, além de ser uma base relativamente
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cara. Por causa da volatilidade, a amonia pode ser reciclada facilmente, mas é considerada um
agente de pré-tratamento caro, além da necessidade de uma maior aten¢do para manipuld-la. A
uréia € de facil manipula¢do, mas é considerada um produto de alto custo, além de causar um
aumento nao muito significativo na digestibilidade da biomassa quando comparado com o de
outras bases. Por outro lado, o hidréxido de calcio (cal) apresenta varias vantagens, ja que € fécil
de ser manipulado e apresenta um baixo custo. Uma outra vantagem € que a cal pode ser
recuperada tratando-se a dgua de lavagem com gés carbdnico, o que minimiza ainda mais o seu

custo (CHANG et al.,1998).

Sendo assim, devido aos baixos custos e seguranca para manipulacdo, varias pesquisas
tém utilizado a cal como um dos reagentes com grande potencial para o pré-tratamento da
biomassa, apesar de apresentar menor solubilidade e ser mais fraca quando comparada com
outras bases (CHANG et al., 1998). O hidréxido de cdlcio tem sido bastante usado como agente
de pré-tratamento para aumentar a digestibilidade enzimadtica de residuos lignocelul6sicos tais

como o bagaco de cana, palha de trigo, palha de milho, dentre outros residuos agroindustriais.

LESOING et al. (1981) trataram a palha de trigo com cal a temperatura ambiente
durante 120 horas com a concentra¢do de hidréxido de célcio variando de 1 a 4%, 1,5 mL de
dgua/g biomassa com particulas de biomassa de tamanho 2,54 cm. O melhor resultado foi obtido
a uma concentra¢do de 4% de hidréxido de célcio, com um aumento da digestibilidade de 41% da

biomassa nao tratada para 76% da biomassa tratada.

VERMA (1983) também estudou os efeitos do pré-tratamento com cal para a palha de
trigo. As reagdes foram realizadas a temperatura ambiente com concentragdes de cal variando de
1 a 4% e tempos reacionais entre 24 e 120 horas. O melhor resultado foi conseguido a uma
concentracdo de 4% de cal e tempo reacional de 72 horas, observando um aumento da

digestibilidade da biomassa de 48% (nao tratada) para 74% (tratada).

Segundo PLAYNE (1984), ap6s um estudo com diferentes bases, o pré-tratamento com
hidréxido de cdlcio mostrou-se mais eficiente que o pré-tratamento com hidréxido de sédio e
amonia. Selecionando o pré-tratamento com cal para o bagaco de cana-de-agucar, trabalhou-se
com uma temperatura reacional de 20°C, durante 8 dias e com a quantidade de hidréxido de

calcio variando entre 0,12 e 0,3 g/g biomassa. A quantidade de 4gua foi de 0,87 g/g biomassa e o
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tamanho das particulas de 2,25 mm. A condi¢do 6tima de pré-tratamento mostrou que apds 192
horas o efeito da digestibilidade proporcionou um aumento de 19% (biomassa ndo tratada) para

72% (biomassa tratada) ao se utilizar uma massa de 0,3 g Ca(OH),/g de biomassa.

NAGWANI (1992) realizou estudos com bagaco de cana e mostrou que o tempo € a
temperatura impactam significativamente no pré-tratamento e representam assim parametros
importantes a serem analisados. Inversamente, a massa de cal teve muito pouca influéncia no pré-
tratamento, apresentando um valor 6timo de 0,1 g Ca(OH),/g biomassa seca, sendo que o volume

de 4gua ndo apresentou praticamente nenhum efeito.

CHANG et al. (1997) usaram hidréxido de cdlcio para aumentar a digestibilidade de
switchgrass. Apos estudos das condicdes, o melhor pré-tratamento foi de 2 horas a temperatura
de 100 e 120°C com uma quantidade de hidréxido de cdlcio é 0,1 g/g de biomassa e 9 mL de
dgua/g biomassa. Usando as condi¢des de pré-tratamento recomendadas, a hidrdlise foi efetuada
em trés dias com um rendimento de glicose e xilose de 5 e 21 vezes maior do que usando
biomassa ndo tratada, respectivamente. Balangos de massa mostraram que uma pequena parte da
celulose, aproximadamente 10%, foi solubilizada durante o pré-tratamento e que 26% da

hemicelulose e 29% da lignina foram solubilizadas nessas condicoes.

CHANG et al. (1998) estudaram a digestibilidade do bagaco de cana e da palha de trigo
utilizando hidréxido de cdlcio como agente de pré-tratamento. O estudo sistemdtico das
condi¢des do pré-tratamento sugeriu que em um pré-tratamento com menor tempo (1-3 h), altas
temperaturas (85-135°C) sdo requeridas para conseguir alto rendimento de aguicar, enquanto que
para longos tempos de pré-tratamento (aproximadamente 24 h), baixas temperaturas (50-60°C)
sdo efetivas. A quantidade de hidréxido de célcio recomendada foi de 0,1 g Ca(OH),/g biomassa
seca. A 4gua apresenta pouco efeito na digestibilidade. Mediante as condi¢des recomendadas,
efetuou-se a hidrélise enzimatica (5 FPU/g biomassa seca e 28,4 CBU/g biomassa seca) sendo
que ao 3° dia o rendimento de glicose para o bagaco aumentou de 153 para 659 mg glicose/g
biomassa, e para o pré-tratamento da palha de trigo aumentou de 65 para 650 mg glicose/g
biomassa. O balanco de massa mostrou que o rendimento da biomassa apds o pré-tratamento com

cal foi de 93,6%.
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KAAR e HOLTZAPPLE (2000) trataram residuos da colheita do milho com hidréxido
de calcio aumentando a hidrélise enzimética em 9 vezes se comparada com a biomassa sem pré-
tratamento. As condicdes recomendadas para o pré-tratamento foram: 0,075 g de Ca(OH),/g
biomassa seca, 5 g de 4gua/g biomassa seca, temperatura de 120°C por 4 horas. Este pré-
tratamento conduziu a conversdes de aproximadamente 100% e os autores concluem que o

sucesso na etapa de hidrélise depende da concentragdo da enzima.

Ainda segundo os autores, o principal efeito do pré-tratamento com hidréxido de cdlcio
¢ a remocdo da lignina da biomassa, melhorando assim a reatividade dos polissacarideos
restantes. Além disso, este pré-tratamento remove o acetil e as vdrias substituicdes dos dcidos
urdnicos na hemicelulose que diminuem a acessibilidade da enzima a superficie da hemicelulose
e da celulose. A adicdo de ar/oxigénio a mistura reacional melhora extremamente a
deslignificacdo da biomassa, especialmente para materiais altamente lignificados tais como a

madeira.

CHANG et al. (2001) mostraram que o pré-tratamento oxidativo utilizando hidréxido de
célcio na polpa de madeira a 150°C por 6 h removeu 77,5% da lignina e aumentou o rendimento

de glicose na hidrélise enzimdtica de 7% (nao tratada) para 77% (tratada).

KIM e HOLTZAPPLE (2005) pré-trataram residuos da colheita de milho com um
excesso de hidréxido de célcio (0,5 g Ca(OH),/g biomassa seca) em condi¢des oxidativas € ndo
oxidativas a 25, 35, 45 e 55°C. A condi¢do 6tima encontrada foi de 55°C por 4 semanas de
reacdo efetuada com aeracdo. As glicanas (91,3%) e xilanas (51,8%) foram convertidas a glicose
e xilose, respectivamente, quando o residuo foi hidrolisado enzimaticamente com 15 FPU/g
celulose. Somente 0,073 g de hidréxido de célcio foram consumidos por grama da biomassa seca.
Observou-se que 87,5% da lignina foi removida e houve uma remog¢do quase que total do grupo
acetil. Além disso, o licor do pré-tratamento ndo apresentou efeito inibitério durante o processo

de fermentacgao.

MOSIER et al. (2005) afirmaram que para materiais menos lignificados, tais como a
palha de milho, a adi¢do do oxigénio aumenta muito pouco a digestibilidade da biomassa durante
o pré-tratamento utilizando uma relacao de biomassa/cal de 1:0,075 a 120°C por até 6 h. O pré-

tratamento da palha de milho foi otimizado para um tempo de 4 h a 120°C conseguindo
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desprender 32% da lignina. A hidrélise rendeu 88% glicose apds 7 dias de hidrdlise, com uma

carga enzimatica de 25 FPU/g de biomassa.

Ainda segundo os autores, o pré-tratamento com hidréxido de célcio apresenta um alto
efeito na acessibilidade da drea superficial do substrato, além de alterar a estrutura e remover a
lignina. Em contrapartida, ele apresenta um menor efeito na remoc¢do da hemicelulose se
comparado com outros pré-tratamentos (explosdo a vapor, dcido diluido, dgua quente com pH

controlado, etc.).

SAHA e COTTA (2008) estudaram o pré-tratamento da casca de arroz com hidréxido de
célcio. O rendimento médximo de agucares foi de 154 + 1 mg/g casca (rendimento de 32%),
utilizando 100 mg Ca(OH),/g biomassa seca a 121°C por 1 h e efetuando a sacarificagdo
enzimatica com mistura de enzimas comerciais (celulase, B-glicosidase e hemicelulase). O pré-
tratamento com cal ndo gerou nenhum furfural e 5-hidroximetilfurfural detectavel no hidrolisado.
A concentracdo de dlcool etilico produzido, utilizando uma linhagem de Escherichia coli
recombinacdo a pH 6,5 e 35°C em 19 h, foi 9,8 £ 0,5 g/L., com um rendimento de 0,49 g/g
acucares livres. A concentracdo do dlcool etilico foi de 11,0 = 1,0 g/L no caso da sacarificacdo e

fermentacdo simultanea utilizando a mesma linhagem de bactéria.

MAAS (2008) otimizou o pré-tratamento com cal para a palha de trigo, obtendo como
melhores condicdes de trabalho 0,15 g/g de cal, temperatura de 85°C durante tempos de 20 h,
atingindo rendimentos de 93% de glicanas e 81% de xilanas. O rendimento deste pré-tratamento

quando comparado com o que emprega dgua quente é 3 a 4 vezes maior.

XUA et al. (2010) estudaram a hidrdlise enzimética do switchgrass pré-tratado com
hidréxido de cdlcio em temperaturas amenas, 50 e 21°C, e posteriormente comparando os
resultados com a temperatura de 121°C. Os efeitos do tempo de residéncia, da carga de cal e da
lavagem da biomassa sobre a efici€éncia da producdo de agucar foram as varidveis investigadas.
Sob as melhores condi¢cdes do pré-tratamento (50°C, 24 h, 0,10 g Ca(OH),/g biomassa bruta,
submetido a uma lavagem de 100 mL de dgua/g biomassa bruta), os teores de glicose, xilose e
aclicares redutores totais atingiram 239,6, 127,2 e 433,4 mg/g biomassa bruta, sendo,
respectivamente, 3,15, 5,78 e 3,61 vezes maior do que a biomassa nao tratada. O estudo sobre a

ligacdo cdlcio-lignina mostrou que os fons cdlcio ligam-se na molécula de lignina em baixa
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condi¢do alcalina, o que diminuiu substancialmente a solubilizacdo da lignina durante o pré-
tratamento, mas o alto conteido de lignina na biomassa pré-tratada ndo comprometeu o aumento

da hidrdlise enzimatica.

Embora varios autores exaltem a eficacia do pré-tratamento com a cal variando algumas
varidveis do processo, poucos estudaram sistematicamente o efeito de diferentes combinacdes de
todas as varidveis do processo, sendo este um dos alvos do nosso estudo. Além disso, estudos

atuais comprovam a eficdcia deste pré-tratamento.

2.4.2.1.2. Pré-tratamento com Pero6xido de Hidrogénio Alcalino

Na natureza, a lignina € degradada por varios microrganismos, principalmente para
aumentar a acessibilidade da celulose para a digestibilidade enzimatica. Apesar do mecanismo de
degradacao natural da lignina ser desconhecido, é conhecido que os agentes oxidantes, tal como o
peréxido de hidrogénio, apresenta um importante papel neste processo (FORNEY et al., 1982;

KUTSUKI e GOLD, 1982).

Os pré-tratamentos oxidativos t€m sido usados para dissolver os componentes da matriz
lignocelul6sica e acelerar a hidrélise enzimdtica e a biodegradacdo. O peréxido de hidrogénio é
usado para reagir com a lignina sob certas condi¢des, e tem sido largamente usado por varios
anos como alvejante em polpas de madeira altamente lignificadas para a produgdo de papel

(REICHERT e PETE, 1949).

O perdxido de hidrogénio alcalino é um agente efetivo na deslignificac@o e solubilizacao
da hemicelulose. Isto € devido a formagdo do anion hidroper6xido (HOO ), formado em pH
alcalino, que se apresenta como a principal espécie ativa no peréxido. Em contraste, per6xido de
hidrogénio € instdvel nas condi¢des alcalinas e decompde em radicais hidroxil (OH") e
superdxido (O ). Estes radicais sdo responsdveis pela oxidacdo da estrutura da lignina, na qual

ataca os grupos hidrofilicos (carboxil), quebrando algumas ligacdes e, eventualmente, levando a

dissolucdo da lignina e hemicelulose (FANG et al., 1999; PAN et al., 1998; SUN et al., 2004).

Para o entendimento do mecanismo da reagcdo de deslignificagcdo utilizando peréxido de
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z

hidrogénio alcalino € necessdrio examinar completamente as reacdes envolvidas na sua
decomposicao (GOULD, 1985).

Em pH alcalino, a dissociacdo do peréxido de hidrogénio (H,O,) forma o anion
hidroperéxido (HOO"):

H,0, <> HOO™ +H,0* )1

Com o pH a 11,5, o anion hidroperéxido pode reagir com o H,O, nao dissociado para
formar um radical hidroxila altamente reativo ('OH") e superdéxido ('O;) como mostra a reagdo

2.2.

H,0, +HOO — ‘OH+ 0, +H,0 55

Na auséncia de outros reagentes, radicais hidroxilicos e super6xidos reagem entre si

formando oxigénio e dgua:

'OH+0; +H,0" - 0, +2H,0 53

Entdo, a reacdo geral de decomposicao do peroxido de hidrogénio pode ser resumida na

reacdo 2.4.

H,0, +HOO +H,0" - 0, +3H,0 2.4

Analisando a reacdo 2.4, fica claro que a quantidade mdxima de O, que pode estar

envolvida na solucdo alcalina de H,O, é igual a metade da quantidade molar de H,0O,

originalmente presente, ou seja, rendimento total de 0,5 mol de Oy/mol de H,0,. Se outros

compostos que reagem com OH e/ou O) estiverem presentes, haverd uma competi¢do com a
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reagdo 2.3, e poderd ser observada uma reducdo de O, no meio reacional.

Quando o perdxido de hidrogénio se decompde em condicdes alcalinas na presenga do
substrato contendo lignina, uma menor quantidade de O, é envolvida se comparada com a

quantidade tedrica maxima, indicando que pelo menos alguns dos intermedidrios reativos
formados na reacdo de decomposi¢dao do peréxido foram incorporados nos produtos oxidados da
lignina. O fato que a extensdo da deslignificacdo é maxima em pH 11,5 sugere fortemente que
estes intermedidrios sdo gerados via reacao (2.2), sendo a reacao fortemente dependente do pH. A
diminui¢do na eficiéncia da deslignificacdo e sacarificacdo das amostras tratadas a pH menor que
11,5 parece eliminar a possibilidade da oxidagdo direta significativa da lignina pelo HOO",

porque a concentracdo de HOO™ na mistura reacional seria aumentada em pH maiores que 11,5.

Com isso, fica claro que a lignina é provavelmente o principal alvo do ataque quimico
na reacdo alcalina do perdéxido de hidrogénio. As mudancas observadas nas propriedades fisicas e
morfolégicas das fibras de celulose sugerem que pelo menos uma parcela das unidades de glicose
pode também ser liberada durante o tratamento. Se isso for verdade, a porcentagem de glicose
total liberada deve ser pequena (<5%) sendo que aproximadamente 95% ou mais da celulose
presente no residuo insoluvel apés o tratamento alcalino com perdxido € liberada durante o
processo de hidrélise com a celulase. A liberacdo de uma pequena porcentagem de unidades de
glicose na celulose deve ser suficiente para romper as ligagdes de hidrogénio, proporcionando
uma estrutura altamente aberta que nio poderia se transformar em regides cristalinas mesmo apos
a secagem a altas temperaturas, facilitando assim ainda mais o processo de hidrélise (GOULD,

1985).

O pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino em residuos lignoceluldsicos,
como o bagaco de cana-de-aguicar, aumenta enormemente a susceptibilidade para a hidrdlise
enzimadtica e conseqiientemente a producdo de etanol (AZZAM, 1989). Virias condicdes do

processo tém sido estudadas para otimizar a efetividade enzimatica

Segundo GOULD e FREER (1984), palha de trigo, casca de semente e outros materiais
lignocelulésicos podem ser utilizados para obten¢do de acticares redutores. Amostras de palha de

trigo foram moidas, passadas por peneira de 2 mm de didmetro e lavadas com dgua destilada por
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4 horas para a remog¢ao dos materiais soliveis. Apds secagem, foram tratadas com 4gua destilada
contendo 1% de H,0,. Hidréxido de sédio foi adicionado a suspensdo pra manter o pH em 11,5.
Foram utilizados 10 gramas de biomassa em 500 mL de solu¢do a uma temperatura reacional de
25°C por 16 h. Ao final desse pré-tratamento, pouco mais da metade da lignina e a maior parte da
hemicelulose foram solubilizadas, deixando o residuo altamente suscetivel a hidrélise enzimatica
da celulose. Os efeitos do perdoxido de hidrogénio alcalino na solubilizacdo da lignina, na
diminui¢do do peso seco (principalmente devido a solubilizagdo da hemicelulose) e no aumento

da eficiéncia da sacarificagdo foram quase completados ap6s 8 h de pré-tratamento a 25°C.

Ainda segundo os autores, aumentado a concentracdo de peréxido de hidrogénio para
mais que 1%, com pH alcalino, ndo ha grandes alteracdes na solubilidade da lignina. O que
ocorre ¢ um aumento na solubilidade da hemicelulose. Na auséncia de H,0O,, ou seja, em um
tratamento apenas com a base, somente uma pequena fragao de lignina presente na palha de trigo
foi liberada (3%) se comparada com o pré-tratamento oxidante alcalino (63%). A maior parte da
hemicelulose foi solubilizada no pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino se
comparado com um pré-tratamento alcalino (72 e 23% de solubilidade, respectivamente). J4 nos

dois pré-tratamentos, a celulose permaneceu praticamente intacta (99%).

GOULD (1984) afirmou que aproximadamente metade da lignina e grande parte da
hemicelulose presentes em residuos agricolas como palha de trigo e residuos da colheita de milho
foram solubilizados quando 1 g destes residuos foram tratados com 50 mL de dgua destilada
contendo solug¢ao alcalina de 1% (w/v) de per6xido de hidrogénio a uma temperatura de 25°C por
18 a 24 horas. A reacdo de deslignificacdo foi mais eficiente quando uma razao de peréxido de
hidrogénio e substrato de 0,25 (w/w) foi utilizada a um pH de 11,5. A hidrélise da fracdao
insolivel com celulase de Trichoderma reesei apresentou um rendimento de glicose de quase

100%, baseada no conteido de celulose contida no residuo apds pré-tratamento.

Ainda segundo o autor, o inicio da deslignificacdo da palha de trigo pelo peréxido de
hidrogénio depende do valor do pH da solu¢do de pré-tratamento estar acima de 10,5 com a
méxima deslignificagdo ocorrendo a pH 11,5 ou mais. O pré-tratamento da palha com peréxido
de hidrogénio com pH menor que 10 apresentou baixa digestibilidade da biomassa sendo que 10-

15% da lignina foi solubilizada a pH 6,8. Quando a palha foi tratada com peréxido a um pH de 10
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ou mais, a hemicelulose contida na fracdo insoldvel diminuiu drasticamente. A eficiéncia da
hidrdlise enzimadtica na conversiao da celulose a glicose também depende do pH durante o pré-
tratamento. Amostras tratadas com pHs maiores que 10 mostraram uma maior eficiéncia na

conversao, sendo o maximo de aproximadamente 100% de conversdao no pH 11,5.

GOULD (1985) mostrou que a perda da integridade fisica da palha de trigo durante o
pré-tratamento alcalino foi acompanhada por um aumento na absor¢do de dgua pela biomassa
tratada. A biomassa sem tratamento absorveu dgua equivalente a 8 vezes o seu peso seco, ja a
biomassa tratada com peréxido de hidrogénio alcalino a 1% e pH 11,5 apresentou um aumento na
absor¢do de dgua de 300%. O aumento da absorcdo apds o pré-tratamento reflete a um aumento
na hidratacdo da celulose, sugerindo uma significativa diminui¢do na propor¢ao total da celulose
que contém uma estrutura altamente cristalina. Esta condicdo é, além disso, suportada pela

facilidade e rapidez com que a celulose tratada pode ser enzimaticamente hidrolisada.

Segundo AZZAM (1989), as condi¢des mais importantes de estudo para o pré-
tratamento incluem o tempo de contato, a concentracio do perdoxido de hidrogénio, e a
temperatura do pré-tratamento. Resultados obtidos em seu trabalho mostraram que
aproximadamente 50% da lignina e a maior parte da hemicelulose contida no bagaco de cana
foram solubilizados utilizando uma concentracdo de 2% de per6xido de hidrogénio alcalino a
30°C em 8 horas. O conteddo de celulose foi conseqiientemente aumentado de 42% do bagaco
ndo tratado para 75% apds o processo de oxidagcdo. A sacarificacdo da polpa pré-tratada com
celulase de Trichorderma viride a 45°C por 24 horas, apresentou um rendimento de glicose de
95%. A eficiéncia na producdo de etanol da fracdo solivel com S. cervisiae obteve 90% de

rendimento e aproximadamente 50% quando se utilizou o bagaco de cana sem tratamento.

AMIED et al. (1992) caracterizaram a alteracdo da parede celular e a digestibilidade do
bagaco de cana-de-agicar, da medula do bagaco e da palha de trigo apds tratamento de uma
massa de substrato de 100 gramas com 25 gramas de peréxido de hidrogénio em 2,5 Litros de
dgua destilada, adicionando hidréxido de sédio para atingir e manter o pH de 11,5. A reacdo foi
agitada a temperatura ambiente (25°C) por 24 horas. Os residuos insoliveis foram coletados,
lavados com 4gua até o efluente ficar neutro e posteriormente secos a 40°C por 7 dias. Apds esse

periodo, andlises do material mostraram que a concentracio de fibras totais e as fibras detergentes
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neutras do residuo aumentaram no liquido reacional, em relacdo ao substrato controle, durante o
pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino, j4 que houve perdas maiores da matéria
solivel. A razdo hemicelulose:celulose nas fibras € diminuida, o que leva a entender que houve a
degradacdo da hemicelulose e a lignina de Klason apresentou um menor valor na fibra. Sendo
assim, o peroxido de hidrogénio alcalino aumentou a digestibilidade dos residuos

lignocelul6sicos, tendo removida grande parte da lignina e uma fracdo da hemicelulose.

KRISHNA et al. (1998) analisaram trés métodos de pré-tratamento para o bagago de
cana-de-actcar: autoclavagem, tratamento alcalino e peréxido de hidrogénio alcalino. A hidrdlise
enzimatica do bagaco tratado com o per6xido de hidrogénio alcalino mostrou-se superior ao
tratamento com autoclave e ao tratamento com alcaldide. Selecionando o per6xido como melhor
pré-tratamento, analisaram-se os parametros tais como tempo de reacdo, temperatura 6tima para
sacarificacdo, pH do meio e concentracio de enzima para realizacdo de uma sacarificagio e
fermentacdo simultaneas. O pré-tratamento da biomassa foi realizado com o bagaco de cana de
tamanho 10 mesh e com uma solu¢é@o de 1% de peréxido de hidrogénio alcalino. O melhor tempo
para a reacdo de sacarificagdo foi 48 h com uma temperatura 6tima de 50°C. O rendimento
maximo de glicose foi de 70% obtido quando o bagaco pré-tratado teve o pH ajustado para 4,5

durante o processo de hidrdlise e utilizando uma carga enzimatica de 40 FPU/g biomassa.

SUN et al. (2000) realizaram um estudo comparativo da hemicelulose de palha de arroz
utilizando um pré-tratamento alcalino seguido de um tratamento com perdxido de hidrogénio.
Utilizando palha de arroz de tamanhos menores que 0,8 mm, primeiramente foi realizada uma
extracdo para retirada de cera com uma soluc¢do de 1% de hidréxido de sédio a 55°C por 2 horas
seguindo de um pré-tratamento com 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0% de perdéxido de hidrogénio
a 45°C por 12 horas a pH 11,5. Pdde-se observar que com o aumento da concentracdo de
peréxido, houve um aumento considerdvel da solubiliza¢do da celulose, hemicelulose e lignina,
de 2,5%, 67,2% e 68,3%, respectivamente, sem adi¢do de perdxido, contra 17,8%, 88,5% e
95,1%, com adicao de 5% de perdxido.

Ainda segundo os autores, a solubilizacdo das cadeias de hemicelulose apds tratamento
alcalino, na auséncia de per6xido de hidrogénio, favoreceu a solubiliza¢dao das cadeias de menor

tamanho, as quais sdo ricas em glicose, provavelmente originadas de cadeias de a-glicana,
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enquanto que altas concentracdes de per6xido aumentam a dissolu¢do das cadeias de
hemicelulose maiores, as quais sdo ricas em xilose, principalmente resultando da L-arabino-(4-O-
metil-D-glucurdnio)-D-xilana. O pré-tratamento com perdxido alcalino, nas condi¢des estudadas,
nido afetou a estrutura macromolecular da hemicelulose, exceto pela visivel degradacdo da

celulose e hemicelulose durante o tratamento com mais de 1% de H,O,.

Segundo YANG et al. (2002), a digestibilidade enzimdtica de cavacos de madeira
tratados com explosdo a vapor (195°C, 4,5 min e 4,5% (w/w) SO,) € significativamente
aumentada usando um tratamento com perdxido alcalino otimizado. O melhor rendimento de
glicose foi conseguido quando o material pré-tratado com explosdo a vapor foi tratado com 1%
de H,O, a pH 11,5 e 80°C por 45 min. Aproximadamente 90% da lignina foi solubilizada
levando a um residuo rico em celulose que foi completamente hidrolisado ap6s 48 horas, usando
uma carga enzimatica de 10 FPU/g celulose. Aproximadamente 82% do polissacarideo original

pode ser recuperado e os 18% nao recuperaveis foram degradados durante a explosdo a vapor.

De acordo com CARA et al. (2006), madeira de oliveira, com tamanhos de particulas
menores que 10 mm, foram submetidas ao pré-tratamento de explosdo a vapor a 190, 210, 230 e
240°C por 5 min. Para aumentar o rendimento de hidrdlise, a fibra insolivel, apds a etapa de pré-
tratamento, foi tratada com uma solucdo de peréxido de hidrogénio alcalino a 1% (w/v) a uma
concentracdo de sélidos de 4% (w/v), utilizando uma solugdo de hidréxido de sddio para ajustar o
pH até 11,5. O pré-tratamento foi realizado por 45 min a 80°C. Apods hidrélise enzimdtica
observou-se que o maximo rendimento foi obtido para os residuos pré-tratados por explosdo a
vapor a 190°C, tendo o rendimento aumentado consideravelmente apds o pré-tratamento com
peroxido (de 6,8% para 61,9%) utilizando 10% de solidos e uma carga enzimatica de 15 FPU/g

biomassa e 12,6 CBU/g biomassa de celulase e -glicosidase, respectivamente.

Estudos realizados por YAMASHITA et al. (2010) mostraram a eficiéncia de diferentes
pré-tratamentos para o bambu, visando uma maior eficicia apds sacarificacdo enzimdtica. Os
resultados para o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino levaram a altas
concentracoes de glicose e de agucares redutores (399 e 568 mg/g biomassa seca,
respectivamente) apds hidrélise da biomassa pré-tratada com 1% (v/v) de peréxido de hidrogénio

e adicdo de 1% (g/g) de hidréxido de sédio a 90°C por 60 min.
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2.4.2.2. Formacao de inibidores

Componentes inibitérios podem ser classificados em dois grupos: inibidores
originalmente presentes na biomassa e inibidores produzidos por condi¢des severas na etapa do

pré-tratamento.

Os inibidores presentes na biomassa lignoceluldsica sdo facilmente liberados durante a
etapa de pré-tratamento. Em contrapartida, os pré-tratamentos que trabalham em condi¢des
drasticas, ou seja, presenga de reagentes 4cidos combinados com altas temperaturas sao
fortemente passiveis a formacdo de produtos inibitérios devido a degradacdo dos agucares e da
lignina, levando assim a produgdo de 4cidos organicos. A Figura 2.14 mostra a procedéncia de

cada um dos inibidores proveniente de diferentes constituintes da biomassa.

Cinzas Aclcares Inibidores
(0-2%) ;k )
Il Acido |
levulinico
Celulose _ _ o
(35-50%) Glicose — s Hidroximetilfurfural

Galactose, manose / \ Acido
. /" formico
Rl Xilose, arabinose — 5 Furfural

(19-34%) _
> Acido acético
Lignina . Compostos
(21-32%) ~ fendlicos
>Resina
Extrativos

(1-5%)

Figura 2.14: Formacdo dos componentes inibitérios (Adaptado de PALMQVIST e HAHN-
HAGERDAL, 2000b).
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Da degradacdo das pentoses resulta o furfural e da degradacdo das hexoses, o inibidor
produzido é o 5-hidroximetilfurfural (HMF), os quais sdo bastante probleméticos para a etapa da
fermentacdo (MUSSATTO e ROBERTO, 2004). Quando é promovida a degradagdo destes
inibidores, o 4cido férmico e levulinico sao formados. Compostos fendlicos como o acido 4-
hidroxibenzdico, vanilina, catecol e siringaldeido podem ser formados pela decomposi¢dao
quimica parcial da lignina (PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000b). Uma variedade de
métodos bioldgicos, fisicos e quimicos pode ser aplicada com o fim de reduzir a concentragao de

inibidores antes de realizar a etapa de hidrélise enzimadtica e fermentacao.

2.4.3. Hidrolise da Biomassa

Existem basicamente trés técnicas para a obtencdo de acucares fermentesciveis
provenientes de materiais lignoceluldsicos: hidrélise com &4cido concentrado, hidrélise com

acidos diluidos e hidrélise enzimatica.

Na hidrélise com écido concentrado, a hemicelulose e celulose presentes na biomassa
sdo quebradas usando solucdes aquosas de 4cidos minerais fortes, tais como dcido sulftrico,
cloridrico ou fosférico, em baixas temperaturas (<100°C). A principal desvantagem dessa técnica
€ que requer equipamentos altamente resistentes a corrosdo, aumentando assim o custo do
produto final. Tipicamente, a fracdo de hemicelulose é hidrolisada mais rapidamente que a fragao
de celulose, e os monossacarideos liberados da hemicelulose s@o expostos no meio reacional por
muito tempo, o que leva a degradacio e perda desses aguicares. A recuperacao do dcido usado no
processo € essencial por razdoes econdmicas e devido a problemas ambientais (SZENGYEL,

2000).

No processo com dcido diluido, parte da hemicelulose e da celulose sdo hidrolisadas
separadamente. A hemicelulose hidrolisada pode ser removida apds o primeiro passo da
hidrdlise. Desta forma, as condi¢des de hidrdlise tanto para a hemicelulose quanto para a celulose
podem ser otimizadas. Porém, devido as altas temperaturas aplicadas no segundo passo
(aproximadamente 200°C), uma quantidade considerdvel de acucares e lignina solivel é

degradada, levando a uma inibi¢do durante o processo de fermentacio (CLARK e MACKEI,
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1984; LARSSON et al., 1998; WYMAN, 1994).

No processo enzimatico, a biomassa lignoceluldsica € primeiramente pré-tratada para
aumentar a acessibilidade ao ataque enzimético. Durante o pré-tratamento, a hemicelulose &
hidrolisada em um processo similar ao primeiro passo da hidrdlise com dcido diluido. No
segundo passo, a hidrdlise propriamente dita, a celulose € quebrada pela acdo das enzimas
celulases. Devido a condicdes mais suaves aplicadas durante o processo, uma menor quantidade
de subprodutos € liberada, resultando em um alto rendimento de acucares fermentesciveis.
Porém, para atingir uma alta conversdo da celulose € necessario altas concentragdes da enzima, o

que aumenta o custo de produc¢do (EKLUND et al., 1990).

As condicdes de cada processo e os seus desempenhos aproximados sao mostrados na

Tabela 2.4.

Tabela 2.4: Comparacdo das condi¢des e desempenho dos trés processos de hidrdlise

(HAMELINCK et al., 2005).

Temperatura Rendimento de
Consumo o Tempo .
O glicose
Acido diluido <1% H,SOy4 215 3 min 50-70%
Acido concentrado  30-70% H,SO,4 40 2-6h 90%
Enzimatica celulase 50 1,5 dias 75-95%

Em principio, as rotas enzimadticas apresentam vantagens importantes sobre as rotas
quimicas, no contexto da produgcdo de etanol a partir do bagaco de cana. As conversoes
enzimaticas aparecem como op¢des promissoras, em termos de custo global, em virtude da
possibilidade de atingir rendimentos glicosidicos préximos ao tedrico, além do fato de se poder
contar com as técnicas modernas de microbiologia e engenharia genética, com vistas a
otimizacdo das etapas do processo integrado. Um grande desafio consiste em tornar o processo
enzimatico vidvel, de modo que a producdo de etanol a partir de biomassas lignoceluldsicas possa

tornar-se competitiva com as demais rotas de producao de biocombustiveis em larga escala.
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2.4.3.1. Hidrolise Enzimatica

Uma vez pré-tratado nas condi¢des adequadas, o material lignocelulésico é entdo
hidrolisado a glicose mediante a a¢do de enzimas celuloliticas. As condicdes do processo:
temperatura, pH, tempo de sacarificagdo, concentracdo enzimadtica e relacdo solido-liquido,
dependem do substrato escolhido e das caracteristicas do complexo enzimdtico utilizado, que

devem ser determinadas e otimizadas experimentalmente para cada caso.

Diversas caracteristicas da biomassa sdo consideradas importantes para efetuar a
hidrdlise enzimadtica: quantidade de lignina, presenca de grupos acetil, cristalinidade da celulose,
grau de polimerizacdo, volume da area superficial/poros da fibra de celulose, e tamanho de
particula (SEWALT et al., 1997). Mesmo com todas essas caracteristicas sendo importantes, a
eficdcia de um pré-tratamento € relatada, frequentemente, em termos de rendimento glicosidico e
ndo em termos da composi¢cdo quimica e das caracteristicas fisicas da biomassa apds o pré-

tratamento.

Existem vdrios sistemas que podem ser utilizados para realizacdo dos processos
enzimaticos: sistemas continuos ou descontinuos, que apresentam o inconveniente de causar
inibi¢do da enzima pelo produto final (glicose e celobiose) (PADUKONE, 1996); com enzimas
imobilizadas, que ndo se apresenta como um sistema mais adequado ji que ndo favorece a
interacdo da enzima com o substrato uma vez que o residuo apds o pré-tratamento € insolivel
(MELANDER et al., 2005); com enzimas recicladas, fermenta¢do simultanea, bioreatores de
membrana (BELAFI-BAKO er al., 2006), dentre outros. As dificuldades de realizar estes
processos industrialmente correspondem ndo s6 a caracteristicas técnicas, mas também por

fatores econdmicos e ambientais.

2.4.3.1.1. As Enzimas Celulases

O sistema celulolitico é formado por distintos componentes que atuam sinergicamente e,
ainda que as propriedades das enzimas pertencentes a diferentes espécies variem, estas

apresentam um sistema de degradacao de celulose similar.
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Todas as celulases de T.reesei, salvo a EG III, e a maioria das celulases produzidas por
outros microrganismos, compartem da mesma estrutura: dois dominios bem diferenciados unidos
por um peptideo flexivel (RABINOVICH et al., 2002). Em um dos dominios reside a atividade
catalitica (CD = Catalytic Domain) e no outro a capacidade da unido dos carboidratos (CBM =
Carbohydrate Binding Module), como mostra a Figura 2.15. Este CBM inicialmente foi
denominado de dominio de unido a celulose (CBD = Cellulose Binding Domain), j& que os

primeiros CBM descritos se uniam a celulose (TOMME et al., 1995).

Dominio Catalitico
AT .
ity ita by 18
ST
; s CBM
a [
Centro Linker
Ative

Figura 2.15: Representacdo esquemdtica de uma celulase (CAVACO-PAULO, 1995).

O CBM tem um papel importante na solubilizagdo das zonas cristalinas da celulose nas
cadeias individuais de glicana (LEMOS et al., 2003), j4 que desestabiliza as ligacOes de
hidrogénio (NIGMATULLIN et al., 2004), envolvendo as cadeias mais acessiveis do dominio
catalitico (QUENTIN et al., 2003). Os CBM aumentam a concentra¢do de enzimas na superficie
do substrato sélido facilitando a a¢ao das regides ativas, ainda que possa também produzir unides

improdutivas no substrato a elevadas concentragdes de enzima (PALONEN et al., 2004).

Os principais componentes do sistema celulolitico de 7. reesei se resumem na Tabela

2.5. O fungo excreta majoritariamente exoglicanases, com 60% de CBHI e uns 20% de CBHII.
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Tabela 2.5: Classificacdo e propriedades das celulase mais abundantes em 7.reesei (OLSSON et

al., 2005).

Nomenclatura Familia CBM* Massa molecular” (Kda)
EGI 7 C 48,2
EGII 5 N 44,2
EG III 12 - 25,2
EG IV 61 N 35,5
EGV 45 C 24,4
CBH1 7 C 54,1
CBH II 6 N 49,7
BGI 3 - 78,4
BGII 1 - 52,2

a CBM, médulo de unido ao carboidrato. Este pode estar situado no extremo aminoterminal (N)
ou carboxiterminal (C) da proteina.

b Massa molecular calculada a partir da seqiiéncia de aminodcidos.

Acredita-se que as diferencas existentes entre as estruturas dos dominios cataliticos da
endoglicanases e celobiohidrolases sdo as responsaveis pela diferenca no modo de agdo delas.
Nas celobiohidrolases (Figura 2.16A) o CD apresenta uma estrutura em tdnel de
aproximadamente 50 A de comprimento, enquanto que nas endoglicanases (Figura 2.16B) o CD
se dispde de uma estrutura em fenda ou rachadura. (DIVNE et al., 1994; HENRIKSSON et al.,
1996).

As enzimas que ndao apresentam CBM, ou seja, somente apresentam o dominio
catalitico, tem mostrado que ainda apresentam habilidade para absorver a celulose, mas com mais
baixa afinidade que as outras enzimas que apresentam os dois dominios (SCHULEIN, 1997;

KARLSSON et al., 2002).

As celulases podem ser classificadas por diferentes maneiras, mas os dois modelos de
classificacdo predominantemente usados sdo aqueles baseados na especificidade do substrato e

aqueles baseados na similaridade estrutural da enzima.
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Figura 2.16: Estrutura tridimensional das enzimas celuloliticas. A imagem A mostra a
celobiohidrolase, com o CBM, o peptideo de unido e o dominio catalitico com a forma de tdnel.
Na imagem B esta representada a endoglicanase com o dominio catalitico com estrutura em fenda

(NREL Research Review, 2003).

Geralmente, todas as enzimas celuloliticas pertencem as O-Glicosil hidrolases (EC
3.2.1.-), um grupo difundido de enzimas que hidrolisam as ligacdes glicosidicas entre dois ou
mais carboidratos, ou entre um carboidrato e um nao carboidrato. Tradicionalmente, as celulases
foram classificadas em duas classes distintas: celobiohidrolases (CBH), também chamada de exo-
1,4-B-D-glicanases (EC 3.2.1.91), e endo-1,4-B-D-glicanases (EG) (EC 3.2.1.4), baseado em suas
especificidades em relacdo ao substrato, ou seja, afinidade para as extremidades da cadeia ou para
o interior da cadeia de glicose, respectivamente. A terceira classe de enzimas que trabalham em
conjunto e de forma sinérgica com CBH e EG, sao as B-glicosidases (BG) (EC 3.2.1.21). Estas
enzimas ndo sdo referidas, frequentemente, como celulases “reais” ja que elas hidrolisam as
ligacOes glicosidicas de oligossacarideos soliveis ou celobiose, ndo atuando assim na celulose

propriamente dita.

A degradacdo bem sucedida da celulose exige a acdo sinérgica do complexo celulolitico,
tal qual para o género Trichoderma, formado por diversas enzimas endo- e exoglicanases
(HENRISSAT et al., 1998), e duas B-glicosidases (BHIKHABHAI et al., 1984; CHEN et al.,
1992). A combinagdo da enzima produzida varia entre espécies e depende do microrganismo que

a produziu.
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¢ Endoglicanase (EGs)

As enzimas endoglicanases realizam quebras aleatdrias nas regides amorfas internas da
cadeia de celulose, ou seja, regides desordenadas hidratadas e flexiveis, gerando oligossacarideos
de vérios comprimentos (BOISSET er al, 2000). Sdo assim, antes de qualquer coisa,
responsaveis pela diminuicdo do grau de polimerizacdio das cadeias celuldsicas.
Consequentemente, as novas extremidades da cadeia de celulose sdo suscetiveis a acdo da

celobiohidrolase (LYND et al., 2002).

A estrutura das diversas EGs foi estudada e revelaram a presenca de curtos lacos que
criam um canal que provavelmente permite a entrada da cadeia de celulose para a quebra. A
estrutura do nucleo catalitico do Humicola insolens foi determinado por andlise de raio X, que
indicou que a enzima apresenta uma forma esférica achatada com dimensdes brutas de 42x42x22
A (DAVIES et al., 1993; DAVIES et al., 1996; SANDGREN et al., 2000), como apresentado na
Figura 2.17.

Figura 2.17: Estrutura da endoglicanase de H. insolens (KRAULIS, 1991).

A hidrélise de padroes de EGs tem sido estudada utilizando vérios tipos de substrato,
incluindo a celulose microcristalina (Avicel), celulose amorfa (Celulose inchada com dacido
fosférico - PASC) e carboidratos soltiveis (Carboximetilcelulose - CMC). Em geral, os resultados
mostram a producdo primeiramente da celobiose durante a hidrélise com EG I, EG Il e EG 111, e

celotetraose durante a hidrélise com EGV (KARLSSON et al., 2002).
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¢ Celobiohidrolases (CBs)

A acdo das exoglicanases (ou CBHs) ocorre nas extremidades das cadeias de celulose,
liberando a celobiose como produto principal (ROUVINEN et al., 1990; DAVIES e
HENRISSAT, 1995; HENRISSAT, 1998). Ocasionalmente, glicose e celotriose sdo produzidas
em pequenas quantidades durante o estdgio inicial da hidrélise (DIVNE et al., 1994). Uma
caracteristica importante de todas as celobiohidrolases € que elas podem atuar na celulose
microcristalina (TERRI, 1997). Estudos de raio X mostraram os pequenos detalhes da estrutura

tridimensional da CBH I, como apresentado na Figura 2.18.

Figura 2.18: Representacdo esquemadtica do dominio catalitico CBH I de 7. reesei (DIVNE et
al.,1998.).

Ao contrério do canal aberto presente nas EGs, o sitio ativo das CBHs situa-se dentro do
tinel. Na CBH 1 de T. reesei este tunel apresenta 50 A de comprimento (DIVNE et al., 1994)
enquanto que na CBH II o tinel é muito menor, apresentando 20 A de comprimento

(ROUVINEN et al., 1990).

Celobiohidrolase semelhantes a CBH II tem apresentado tineis de sitios ativos menores,
podendo apresentar graus crescentes de atividade da endoglicanase. Em outras palavras, a
estrutura da CBH 1II de T. reesei tem mostrado que uma das fendas apresenta uma mobilidade

substancial e que o tunel resultante pode estar fechado firmemente ou quase inteiramente aberto,
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se assemelhando, assim, ao sitio ativo das EGs (ZOU et al., 1999).

Estudos bioquimicos sugerem que CBH I hidrolisam as extremidades redutoras das
cadeias de celulose em direcao as extremidades nao redutoras (BARR et al., 1996; BOISSET et
al., 2000), enquanto que a hidrélise das extremidades ndo redutoras acontece em dire¢do a

extremidade redutora pela CBH II (MOSIER et al., 1999).

EGs e CBHs estdo sujeitas a inibicdo pelo produto (celobiose e glicose). A celobiose
apresenta um efeito inibidor nas enzimas maior que a glicose (HOLTZAPPLE et al., 1990). Os
modelos padrdes de inibicdo, ou seja, inibicdo competitiva, ndo-competitiva, ou uma mistura
destas, tem se mostrado dependente do tipo de ligacio com a celulase, da concentracdo de
enzimas, da drea de superficie da celulose acessivel as enzimas, da razdo enzima/substrato, da
natureza e concentracdo do substrato e da variacao da atividade de B-glicosidase (GUSAKOV e

SINITSYN, 1992; GRUNO et al., 2004).

e B-glicosidases (BGs)

As B-glicosidases hidrolisam a celobiose e celooligossacarideos soliveis a glicose. A
remogdo do celobiose é uma etapa importante do processo de hidrdlise enzimética, ja que ajuda a
reduzir o efeito inibitério da celobiose nas enzimas EGs e CBHs sendo a atividade da BG
frequentemente a taxa limitante da reacdo de hidrélise (DUFF e MURRAY, 1996; TOLAN e
FOODY, 1999). O mercado atual oferece muitos complexos de celulase que cont€ém niveis baixos
de P-glicosidase, conduzindo a um aumento do acimulo de celobiose nos hidrolisados
enzimaticos de celulose. J4 que a celobiose apresenta um poder inibidor mais forte do que a
glicose, e sua hidrélise ocorre através da acdo das enzimas PB-glicosidases, é indicado que se
adicione no meio reacional uma certa quantidade desta enzima proveniente de outras fontes de
complexos enzimaticos. Desta forma hd uma diminui¢do da concentragdo de celobiose no meio
reacional, ocasionando diminui¢do da inibicdo e aumento na eficiéncia da hidrélise enzimatica

(SUN e CHENG, 2002; SZCZODRAK e FIEDUREK, 1996).

Duas BGs foram isoladas do sobrenadante da cultura de 7. reesei (CHEN et al., 1992),

entretanto, os estudos em diversas espécies de Trichoderma mostraram que uma grande fracdo
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destas enzimas permanece ligada a parede celular da célula (MESSNER et al., 1990; USAMI et
al., 1990). BGs de T. reesei estdo sujeitas a inibicao pelo produto final (glicose) (CHEN et al.,
1992), enquanto que aquelas produzidas por Aspergillus sdao mais tolerantes a glicose
(WATANABE, 1992; GUNATA e VALLIER, 1999; DECKER et al., 2000). Um exemplo dessa
inibicdo foi descrita por CHEN et al. (1992), onde a BG I de T. reesei apresentando um K,,=182
uM usando como substrato o p-nitrofenil-B-glicosideo, teve, com o passar do tempo, sua
constante de inibi¢do K; aumentada para 624 uM quando 5 mM de glicose foram liberadas no

caldo hidrolisado.

2.4.3.1.2. Principais Fatores que Afetam a Hidrdlise Enzimatica

A drea superficial e a cristalinidade sdo identificadas como os fatores estruturais mais
importantes na susceptibilidade da celulose a hidrdlise enzimatica, ja& que estdo diretamente
relacionados a taxa inicial da hidrélise (RAMOS et al., 1993a; WALKER e WILSON, 1991).
Outras caracteristicas importantes sdo o arranjo molecular da celulose e a presenca de materiais
estranhos tais como a lignina. Alguns fatores que influenciam a hidrélise enzimatica da celulose e

suas conseqiiéncias no processo de modelagem sdo resumidos na Tabela 2.6.
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Tabela 2.6: Principais fatores que influenciam a hidrdlise enzimdtica da celulose e sua
conseqiiéncia (marcadas de 1-5) na hidrélise e na modelagem do processo (ANDERSEN, 2007).
1 2 3 4 5

Fatores relacionado ao substrato

Cristalinidade da celulose X X
Grau de polimerizacgdo (DP) X
Disponibilidade/acessibilidade da drea superficial X X
Organizacgao estrutural (macro ou microestrutura)

Tamanho de particula

Porosidade

Presenca de lignina e hemicelulose X

Moo K
Fo T B B

Fatores relacionados a enzima

Natureza do sistema enzimdtico empregado (EG,

CBH, BG)

Tamanho relativo das enzimas

Concentracdo da enzima

Adsor¢ao X X X
Sinergismo X X

Inibi¢do do produto final

Desativa¢do mecanica

Inativacdo térmica

Irreversibilidade da ligacdo com a lignina X

>

bal

bal

T T B B B
> >

T B

1: Aumento aparente da cristalinidade do substrato durante toda a hidrdlise;

2: Diminui¢ao do DP;

3: Mudangas continuas na acessibilidade de superficie, e topologia da superficie (corrosao de
superficie);

4: Mudancgas continuas na digestibilidade do substrato;

S: Diminuicdo da concentracdo de enzima ativa;

EG: Endoglicanase; CBH: Celobiohidrolase; BG: -glicosidase

e Efeito da Cristalinidade

A cristalinidade é fortemente influenciada pela composicdo da biomassa. Em uma
biomassa lignoceluldsica, o indice de cristalinidade mede a quantidade relativa da celulose

cristalina no sélido total. Apesar de muitos estudos indicarem que o indice de cristalinidade esta
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inversamente relacionado com a digestibilidade, TANAHASHI et al. (1983) observaram um
aumento neste indice quando pré-trataram por explosio a vapor amostras de madeira. CHANG e
HOLTZAPPLE (2000) também observaram um aumento no Crl apds o pré-tratamento da palha
do milho com hidréxido de célcio. Os autores concluiram que o indice de cristalinidade aumenta

principalmente devido a remog¢do de substancias amorfas (lignina e hemicelulose) e ndo

necessariamente devido a alteracdes na estrutura cristalina da celulose.

CARRARD et al. (2000) relatam que a cristalinidade da celulose pode ter influéncia na
hidrélise quando ha auséncia de sinergismo devido a um sistema incompleto de celulases ou a

uma insuficiente carga enzimética.

e Tamanho de Particula

Estudos sobre hidrélise de polpa branqueada pelo processo Kraft mostraram que maiores
tamanhos de particulas podem ser um fator inibitério, uma vez que a taxa de hidrélise foi mais
lenta quando o material ndo foi submetido ao processo de reducdo da particula (MOONEY et al.,
1999). Para a polpa moida, os autores observaram um aumento na taxa de hidrélise devido a uma

maior quantidade de 4rea superficial disponivel para adsor¢do das enzimas.

CHANG et al., (1997) mostraram que a diminuicdo do tamanho de particula abaixo de

40 mesh ndo aumenta a taxa de hidrolise.

¢ Acetilacao

O grau de acetilacdio da hemicelulose ¢ um fator que tem recebido uma menor
importancia nos estudos. Entretanto, alguns trabalhos mostram que a medida que se desacetila as
xilanas das hemiceluloses nas madeiras duras e herbaceas, a fragao de celulose e hemicelulose se

torna trés vezes mais hidrolisavel (CHANG e HOLTZAPPLE, 2000).
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¢ Lignina e Hemicelulose

A lignina e a hemicelulose desempenham um importante papel na taxa e no rendimento
da hidrélise enzimdtica. Todos os resultados reportados na literatura mostram que a
digestibilidade da celulose aumenta com a remogdo destes constituintes (CHANG e

HOLTZAPPLE, 2000; DRAUDE et al., 2001; THOMPSON e CHEN, 1992).

O principal papel inibitério da lignina foi atribuido a adsor¢do inespecifica da enzima
em sua superficie (OOSHIMA et al., 1990; SEWALT et al., 1997) e a inacessibilidade a celulose,
devido ao impedimento estérico (MOONEY et al, 1998).

Estudos comprovam que a lignina e seus derivados sdo t6xicos aos microrganismos e as
enzimas. Substratos com baixa concentracdo de lignina apresentam maior atividade enzimética

requerendo uma menor carga de enzima no processo (CHANG e HOLTZAPPLE, 2000).

Uma deslignificagdo completa da biomassa € bastante dificil devido ao fato da lignina se
localizar profundamente na parede celular, ser hidrofébica, de dura consisténcia e apresentar
fortes anéis de ligacdo C-O-C, C-C, além de uma tendéncia a recondensa¢do (complexo lignina-

carboidrato) durante a deslignificagdo.

Segundo MUSSATTO et al. (2008), os efeitos da hemicelulose e lignina na hidrélise
enzimdtica da celulose sdo principalmente fisicos. RAMOS et al. (1993b) afirmaram que o
aumento da acessibilidade das enzimas ao substrato pré-tratado pode ser atribuido a solubilizacao
das fracoes de hemicelulose e lignina, levando como efeito benéfico a alteracdo da morfologia e

estrutura do residuo celulésico.

¢ Sinergismo

A acdo sinérgica das diferentes classes de enzima envolvidas na degradagcdo da celulose
¢ essencial para a eficiéncia do processo de hidrélise. A sinergia entre as enzimas celuloliticas
ocorre quando a acdo combinada de duas ou mais enzimas conduz a uma taxa de reagdo mais
elevada do que a soma de suas acdes individuais (MANSFIELD et al., 1999). Os dois tipos mais

frequentemente relatados de sinergia envolvem a ac@o de endoglicanases e celobiohidrolases,
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sendo chamadas de sinergia endo-exo (NIDETZKY et al., 1994), ou de duas celobiohidrolases
complementares, ou seja, atuando nas cadeias terminais redutoras e ndo redutoras da celulose,

sendo denominado sinergismo exo-exo (HENRISSAT et al., 1985; MEDVE et al., 1994).

Em geral, o mecanismo aceito para explicar a acdo das celulases é a acdo sinérgica
seqiiencial das endo e exoglicanases sobre a celulose (MEDVE er al., 1998). A Figura 2.19

apresenta um esquema do mecanismo de acdo do sistema celulolitico.
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Figura 2.19: Representacio esquemadtica da hidrdlise da celulose e da acdo do CBHs, EGs, e BG
de Trichoderma reesei. C define a regido altamente ordenada (regido cristalina), R os grupos
terminais redutores (circulos preenchidos), e NR os grupos terminais nao redutores (circulos nao-

preenchidos). Modificado de TEERI (1997).

Numerosos estudos realizados sobre sinergia entre as enzimas celuloliticas purificadas
mostraram que a sinergia é dependente da propor¢ao individual das enzimas (HENRISSAT et al.,
1985), da concentracio (WOODWARD et al., 1988), e das propriedades fisico-quimicas do
substrato (HENRISSAT et al., 1985).

NIDETZKY et al. (1994) afirmaram que o grau 6timo de sinergismo aparece em
concentracdes nao saturadas da enzima. CONVERSE e OPTEKAR (1993) relataram que ha um
baixo grau de sinergia quando se utiliza baixa concentracdo de enzima. Isso leva a uma baixa

conversdo, ja que o numero de extremidades das cadeias inicialmente presentes € suficiente para
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que a reacdo se complete. A sinergia da celulase € igualmente baixa em concentracdes elevadas
de celulase devido a saturacdo da adsor¢do com celobiohidrolase, o qual € o componente

preferencialmente adsorvido pelo substrato.

e Mecanismos de Catalise da Celulase

A hidrdlise heterogénea da celulose € caracterizada por um reagente insoltvel (celulose)
e por um catalisador solivel (enzimas). As caracteristicas estruturais da celulose e o modo de
acdo da enzima influenciam a taxa de reacdo. E um processo lento, ji que a celulose de origem
bioldgica tem uma estrutura altamente cristalina e o nimero de sitios ativos disponivel na enzima

¢é limitado.

A suscetibilidade da celulose a hidrélise enzimdtica é determinada pela acessibilidade
das enzimas as ligacOes da cadeia, o que determina a adsor¢do subseqiiente da enzima no
substrato (MEDVE et al., 1997; NIDETZKY et al., 1994). Diversos mecanismos foram propostos
para a conversao real da celulose em glicose. O conceito inicial foi proposto por REESE et al.
(1950), e € conhecido como o conceito C;-Cy. Os autores relataram que o componente C; ativava

as cadeias de celulose e as enzimas Cy realizam a despolimerizagdo, como mostra a reacao:

B—glicosidase

celulose—— celulose reativa—=—>celobiose glicose 2.5

Houve muita oposi¢do a validez desta hipdtese. LI ef al. (1965) concordaram com a
idéia de que o componente C; tem uma funcdo ndo hidrolitica, entretanto, WOOD (1975)
postulou que C; é um tipo especial da enzima hidrolitica incapaz de atacar a celulose cristalina
em uma extensdao significativa. Nao obstante, esta enzima possui a capacidade de degradar o
substrato celulolitico em uma forma mais acessivel, removendo celobiose sucessivamente das
extremidades da cadeia. BERGHEM e PETTERSSON (1973) igualmente afirmaram que o
componente C; € uma enzima hidrolitica que remove as unidades de celobiose de acordo com um

mecanismo criterioso. Os resultados de seus estudos sugeriram que C; fosse de fato uma
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celobiohidrolase.

¢ Adsorcao e Dessorcao da Celulase no Substrato Sélido

A adsor¢cdo das enzimas celulases e a formag¢do do complexo enzima-substrato sao
consideradas um passo critico na hidrélise enzimadtica da celulose (WALKER e WILSON, 1991).
A adsor¢do da celulase ao material celuldsico insolivel foi descrita como irreversivel (KRAULIS

et al., 1989), reversivel MOONEY et al., 1999), ou semi-reversivel (KLYOSOV et al., 1980).

O mecanismo envolvido na ligacdo da celulase a celulose e o papel dos diferentes
dominios da enzima na superficie do substrato ainda nao sd@o completamente compreendidos.
SINITSYN et al. (1989) sugeriram que a celulase adsorvida na superficie da celulose executa um
grande nimero de agdes cataliticas enquanto se move ao longo do substrato. Segundo MOONEY
et al. (1999), o que ocorre € uma aproxima¢do mais dindmica da enzima, tendo em sua acdo

catalitica uma dessorcao do substrato e adsor¢do em uma outra parte do substrato.

MEDVE et al. (1997) observaram que a adsor¢do ao residuo apds a hidrélise conduz a
perda de enzimas, enquanto BOUSSAID e SADDLER (1999) notaram que a hidrdlise completa
do substrato € requerida para que se tenha €xito na liberagdo das enzimas do substrato e se possa
reutilizd-las com eficiéncia. RAMOS et al. (1993a) observaram que a melhor liberagdo das
enzimas adsorvidas depende do conteido de lignina no substrato. NIDETZKY er al. (1994)
postularam que, durante a degradacdo da celulose por um complexo de enzimas de 7. reesei, a
adsor¢do especifica de cada componente individual da enzima aumenta gradualmente, ndo
havendo preferéncia de um componente em alguma fase da hidrdlise da celulose. Isto se
apresenta em contradicilo a CONVERSE e OPTEKAR (1993), que relataram que a

celobiohidrolase € adsorvida preferencialmente.

¢ Inibicao e Desativacao da Celulase

O complexo celulolitico pode perder a sua eficiéncia enzimética devido a inibi¢do de

suas enzimas pelo produto final e/ou através da desativacdo destas enzimas devido a agitacdo
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mecanica.

¢ Inibicao pelo Produto Final

E conhecido que as enzimas celuloliticas sio inibidas pela celobiose, pela glicose, ou por
ambos os produtos. Esta inibi¢ao foi assunto de pesquisa por muito tempo, com muitas opinides
sobre a natureza desta inibi¢do. Alguns autores sugeriram que a inibi¢do competitiva era
dominante (GHOSE e DAS, 1971; GREGG e SADDLER, 1996), outros discutiram que a
inibicdo ndo-competitiva era observada (HOLTZAPPLE et al., 1984), enquanto alguns relataram

uma combinagdo de ambas (GUSAKOV e SINITSYN, 1992).

KASTEL'YANOS et al. (1995) mostraram que a glicose inibiu a B-glicosidase, enquanto
que a celobiose inibiu a endoglicanase e/ou celobiohidrolase. Quando a glicose foi adicionada a
mistura reacional no inicio da hidrélise, a taxa da hidrélise diminuiu. O mesmo resultado foi
observado na presenga de celobiose, onde a taxa inicial de producdo de glicose foi diminuida
substancialmente. HOLTZAPPLE et al. (1990) relataram que todas as formas da enzima (livre,
adsorvida e complexada) no processo de hidrélise da celulose estdo sujeitas a inibi¢do. Além
disso, afirmaram que a inibi¢do competitiva somente pode ser exibida se uma fracao significativa
da enzima existir como complexo enzima-substrato. Em seus estudos com a celulase de 7. reesei,
descobriram que este sistema celulolitico foi inibido ndo competitivamente pelos acucares
redutores, € as enzimas eram menos suscetiveis a inibi¢do pelo produto final quando comparadas

com as enzimas celuloliticas origindrias de Thermonospora e T. longibrachiatum.

GUSAKOV e SINITSYN (1992) relacionaram a variagdo do modelo de inibi¢do a
alguns fatores chaves que incluem a concentragdo da enzima, a drea superficial disponivel da
celulose e a atividade da B-glicosidase. Na maioria dos casos a inibicdo € competitiva ou nao
competitiva. Os autores relataram ainda que a relacdo da enzima/substrato era um fator muito
importante e que dependendo da concentracdo da enzima, diferentes inibicdes pelo produto

podem ser observadas.

GREGG e SADDLER (1996) relataram que a inibi¢do pelo produto final torna visivel a

influéncia da taxa inicial da hidrélise com fatores tais como a recalcitrincia crescente do
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substrato, que reduz especialmente a taxa da reac@o e rendimento da hidrdlise.

¢ Desativacao Mecanica da Celulase

Acredita-se que geralmente as enzimas celuloliticas sejam suscetiveis a desativacio
quando o liquido reacional € exposto a uma agitacdo severa. OHLSON et al. (1984) afirmaram
que a celulase de T. reesei apresenta uma boa estabilidade mecanica em um meio reacional
agitado com o substrato livre, havendo uma perda de 8% da atividade da endoglicanase e de 10%

da atividade da B-glicosidase apés 1 semana.

GANESH et al. (2000) mostraram que, quando as enzimas celulases foram sujeitadas a

agitacdo, a desativagdo aumenta com um aumento na velocidade da agitagao.

REESE e RYU (1980) sugeriram que essa desativacdo da enzima na interface gés-
liquido € causada pelo desdobramento das moléculas da enzima nesta interface. Na auséncia de
agitacdo, a quantidade de enzima na interface € pequena comparada a concentracdo da enzima
total, e conseqiientemente o efeito € insignificante. A agitacdo renova continuamente a superficie,
sujeitando mais enzimas ao desdobramento, e consequentemente levando a um aumento da

desnaturacgdo e desativacao (KAYA et al., 1996).

e Transferéncia de Massa

Segundo GAN et al. (2003), na hidrélise enzimética ocorre a transferéncia de massa das
moléculas de enzima através da camada estagnada de filme liquido que cerca as particulas sélidas
de celulose e depois a difusdo interna das moléculas de enzima na matriz s6lida. A taxa de reacao
global pode ser influenciada por estas resisténcias a transferéncia de massa. No comego da
hidrdlise, no caso de reagdo em reator batelada agitado, a taxa de reacdo global € determinada
pelas taxas de trés eventos em seqiiéncia: (1) a taxa de transferéncia de massa da enzima, (2) a
taxa de adsorcdo da enzima na superficie do substrato e (3) a taxa de catalise da celulase. Com a
continuacao da hidrélise apds a primeira fase de reagcdo rdpida, a taxa de reacdo global comeca a

depender da maior penetragao da enzima e difusao dentro do substrato sélido.
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A grande maioria dos autores, no entanto, ignoram a resisténcia a transferéncia de massa
externa, que supdem insignificante em comparagdo com a catalise, mais lenta. Acredita-se que a
importancia da resisténcia a transferéncia de massa externa e interna deve ser vista em um ciclo
dindmico da enzima: difusao—adsor¢ao—-catdlise— dessorcao—difusdo. Durante este processo
interativo dindmico, barreiras de transferéncia de massa causadas pela camada da pelicula
estagnante e a mudanga estrutural do substrato poderia transformar-se em um significativo fator
na determinacdo de taxa da reagdo. Também, a inibi¢do da enzima depende da concentracdo de
celobiose e glicose no meio, que depende por sua vez da eficiéncia da transferéncia de massa

dentro do reator (GAN et al., 2003).

VAN DYQUE Jr (1972), na tentativa de determinar a magnitude da resisténcia da
transferéncia da celulase dentro um reator agitado, observou que a intensidade da agitagcao
apresenta baixo efeito na hidrélise da celulose quando as particulas de celulose estdo
completamente suspendidas. HUANG (1975) obteve resultados semelhantes em um estudo das
limita¢des da transferéncia de massa externa. REESE (1992) considerou que a cinética lenta apds

o estado inicial reflete na dificuldade das enzimas difundirem e na sua unido com o substrato.

¢ A Mudanca Dinamica da Reacao Hidrolitica

Muitos estudos foram realizados em relacdo a modelagem da cinética de hidrélise, mas

poucos se concentraram nas mudancas dindmicas da natureza da cinética.

KLYOSOV e RABINOWITCH (1980) relataram que a etapa limitante pode mudar entre
o comeco da reagdo e apdés um determinado grau de conversdo do substrato. As enzimas
celuloliticas degradam a regido amorfa mais acessivel, mas sdo incapazes de atacar as regides
cristalinas menos acessiveis, conseqiientemente transformando a estrutura da celulose. Enquanto
a cristalinidade aumenta durante toda a reacdo, a celulose torna-se cada vez mais resistente a
hidrélise (FAN e LEE, 1983), afetando conseqiientemente a cinética do processo (WALKER e
WILSON, 1991).
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2.4.3.1.3. Modelagem Cinética da Hidrolise Enzimatica

A hidrdlise enzimdtica dos materiais celulésicos para produgdo de agucares tem sido
proposta hd muitos anos pelo seu elevado potencial energético. Entretanto, a aplicagdo comercial
da hidrdlise enzimadtica da celulose sempre esteve intimamente ligada ao alto custo da enzima, a
lenta taxa de reacdo, e a falta de um sistema eficaz de reacdo para promover a catdlise

heterogénea.

Os materiais celuldsicos sdo insoldveis, estruturados, e consistem de componentes que
sdo resistentes a degradacdo enzimdtica. A hidrélise da celulose exige agdes sinérgicas de
diversos componentes da celulase em um sistema heterogéneo de reacdo. Estes fatos determinam
que os mecanismos da reacdo hidrolitica sdo altamente complexos, tornando-a dificil para a
modelagem matemadtica e as vezes incerta em relacdo a muitos parametros fisicos, cinéticos e de

transferéncia de massa (GAN et al., 2003).

Dada a complexidade da degradagcdo enzimatica da celulose, a utilizagdo de multiplas
enzimas envolvidas e a continua mudanga da biomassa durante o processo, ndo ¢é dificil de
acreditar que exista um grande nimero de modelos desenvolvidos para descrever este processo

(BRANDT et al., 1973; GHOSE, 1969; KING, 1966; LEE et al., 1980).

Os modelos para reacdo de hidrdlise enzimética podem ser classificados dentro de duas
categorias: tipo de modelo (empirico ou mecanistico) e tipo de substrato (puro ou impuro). A
maioria dos modelos mecanisticos para a reacdo de hidrélise enzimadtica sdo modelos de
Michaelis-Menten com algum tipo de inibi¢do ou modelos mais detalhados com multiplas
reacoes. Esses modelos geralmente consideram multiplas reacdes devido a acdo de diferentes
tipos de enzimas ou diferentes substratos (cristalino ou amorfo) ou uma combinacdo dos dois. Os
modelos mais simplificados incluem uma sé expressao de velocidade de reagdo para a hidrdlise,
enquanto que os modelos que consideram multiplas reacdes usam vdrias expressoes de

velocidade e muitos parametros.

Um grande grupo de modelos que descrevem a hidrélise enzimética da celulose pode ser
definido como semi-empirico e envolve uma ou somente um pequeno grupo de varidveis da

biomassa e geralmente apenas uma atividade enzimatica, que representa simultaneamente a acao
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das endoglicanases (EGs), celobiohidrolases (CBH) e B-glicosidases (BG) (GAN et al., 2003;
HOWELL e MANGAT, 1978; HUANG, 1975; PEITERSON e ROSS, 1979; RYU et al., 1982;).
Somente alguns modelos envolvem uma unica varidvel de estado do substrato e, a0 mesmo

tempo, distingue as trés classes da enzima envolvidas (OKAZAKI e MOO-YOUNG, 1978).

A Tabela 2.7 apresenta as caracteristicas cinéticas bdsicas, suposicdes, € modelagem
aproximada de diversos modelos estabelecidos em diferente estdgios de compreensdo da

complexa reacdo de hidrélise da celulose.

Tabela 2.7: Comparacdo de alguns modelos cinéticos de hidrdlise enzimatica da celulose (GAN

et al., 2003).

Estado do substrato Sl.ste,m.a a Ab.or,d.agebm T l,p(,) (Ee Referéncias
enzimatico cinética inibicao
HOWELL
Material homogéneo Ei» QSS Competitiva STUCK (1 9765)
Material homogéneo Eix; MM Competitiva HUANG (1975)
Nio- OKAZAKI e MOO-
limerizaca Ei, Es, E MM
Grau de polimerizagao 1 E2, B3 competitiva YOUNG (1978)
HOWELL
Material homogéneo Eix QSS Competitiva MANGAT (1 9e7 8)
PEITERSEN
Cristalino e amorfo Eis MM - ROSS (197 8)e
Cristalino e amorfo Eio; QSS Competitiva RYU et al. (1982)
Nio-
Material homogéneo En, E; ; o FAN e LEE (1983)
competitiva
Ativo e inerte Ei»; QSS Competitiva GAN et al. (2003)

a E; — Endoglicanase; E, — Celobiohidrolase; E; — B-glicosidase; E;, — Combinacdo de E; e Ey;
E»3 — Combinagao entre E;, E; e E;

b QSS — Estado quase-estacionario; MM — Michaelis-Menten

Como visto anteriormente, a reacdo da cinética de hidrdlise enzimética da celulose esta
sujeita a inumeros fatores. Além disso, a influéncia de cada fator € dificil de ser determinada
isoladamente, ja que um grande nimero de fatores estdao relacionados na reagcao de hidrdlise. Em

sintese, um modelo matemdtico da cinética de hidrdlise deve incorporar informagdes vitais no
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que diz respeito ao mecanismo da reagdo, tentando incorporar todos os efeitos na reacdo

heterogénea e evitando complicacdes desnecessdrias.

2.4.4. Processos de Fermentacao dos Materiais Lignoceluldsicos

A conversdo de materiais lignoceluldsicos em etanol, que envolve a hidrélise da celulose
a glicose e a fermentagdo alcodlica deste agucar, pode ser realizada simultaneamente em um s6
estagio ou sequencialmente em duas etapas. A Figura 2.20 apresenta as alternativas possiveis

desta conversio.

r [ Bagaco ] 1

[ Processos em dois estagios ] [ Processos em Unico estagio ]

N

[ Hidrolise écida] [Hidrélise enzimética] Sacarificaco e Conversio
Fermentagéo Direta pelo
Simultanea microrganismo

(SFS) (CDM)

pentoses e simultanea de [Monocultura] [ Co-cultura ]

Hexoses separadas entoses e Hexoses

\{\ Etanol

Figura 2.20: Rotas de hidrélise e fermentacdo (OGIER, 1999, DOMINGUEZ, 2003).

Fermentacédo das Fermentagéo
P

A abordagem que tem mostrado maior flexibilidade para controle das condig¢des
operacionais € o processo em duas etapas, onde a sacarificagdo (4cida ou enzimadtica) e
fermentacdo sdo realizadas separadamente (HFS). A vantagem deste processo € que, ao estar
separadas, a etapa de hidrélise e fermentacdao podem ser realizadas nas condi¢des 6timas. No caso

da hidrdlise enzimadtica, a temperatura considerada 6tima é a da enzima (em torno dos 50°C),
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enquanto que a temperatura 6tima da fermentacdo se dd pelo microorganismo produtor de etanol
(30-34°C). A principal desvantagem do processo de HFS € a inibicao das enzimas envolvidas no
processo pela acdo do produto final, como descrito anteriormente, levando a baixos rendimentos

em etanol (SZCZODRAK e FIEDUREK, 1996).

Nos processos em um Unico estdgio, a hidrélise e a fermentagdo se realizam no mesmo
reator. A principal vantagem destes processos € a reducdo da inibi¢do pelo produto final que
acontece na operacdo em duas etapas, ja que a presenca de microrganismos fermentativos junto
com as enzimas celuloliticas reduz o actimulo de agicar no fermentador. Por este motivo se
conseguem maiores taxas de hidrdlise e porcentagens de conversao em comparagdo a0 processo
HFS, sendo necessdria uma menor quantidade de enzimas para se obter um aumento dos
rendimentos de etanol. A principal desvantagem deste processo estd relacionada com as
diferentes condi¢des 6timas de pH e temperatura nas etapas de hidrélise e fermentacdo. Por este
motivo se faz necessdrio realizar o processo numa condi¢do compativel com as duas etapas.
Considerando que a temperatura 6tima de hidrolise enzimatica estd proxima dos 50°C e que as
leveduras produtoras de etanol convencionais operam em torno dos 28-34°C, é recomendavel a
utilizacdo de microrganismos termos-tolerantes para realizarem os processos em uma sé etapa

(ROSSELL, 2006a).
Os processos em uma Unica etapa podem ser dividir em dois grupos:

® Processos nos quais 0 mesmo microrganismo produz as enzimas e realiza a fermentacao,

conhecido como conversdo direta pelo microrganismo (CDM);

® Processos com sacarificacio e fermentacdo simultanea (SFS), no qual se empregam celulases
provenientes de um microrganismo celulolitico (normalmente um fungo do género Trichoderma),

junto com a presenca de um microrganismo produtor de etanol.

Nos processos CDM podem-se empregar monoculturas, sendo que um unico
microrganismo hidrolisa o material lignocelulésico e fermenta os acucares a etanol. Para isto
tém-se empregado bactérias do género Clostridium. Os rendimentos em etanol sdo baixos devido
a formacdo de subprodutos, a baixa tolerancia do microrganismo ao etanol e ao crescimento

limitado do microorganismo nos hidrolisados devido a existéncia de produtos toxicos tais como
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acidos acético e latico (SZCZODRAK e FIEDUREK, 1996). Também podem ser empregadas co-
culturas, nas quais se utilizam dois microrganismos. Um deles realiza a hidrélise da celulose

(Clostridium thermocellum) e o outro microrganismo fermenta os actcares produzidos.

A SFS combina a hidrdlise enzimdtica e fermentacdo em um sé reator, evitando a
inibicdo da celulase pela glicose resultante da hidrolise. Este processo, no entanto, ndo evita a
inibicdo causada pela celobiose, j4 que as leveduras industriais que fermentam glicose ndo
conseguem fermentar celobiose. Esta abordagem leva a rendimento mais alto, menor tempo de
fermentacdo e riscos menores de contaminagio, devido a temperatura alta, presenca de etanol e
condi¢des anaerdbicas. Apesar destas vantagens, a SFS tem alguns pontos negativos, entre eles as
diferentes temperaturas Otimas para hidrélise (50°C) e fermentacdo (28-35°C) e a inibicao dos
microrganismos fermentativos e da celulase pelo etanol e por substancias toxicas vindas do pré-

tratamento do material lignocelulésico (SZCZODRAK e FIEDUREK, 1996).

Estudos realizados por BOLLOK (1999) com o propésito de avaliar o desempenho do
processo SFS, empregando linhagens do género Kluyveromices, mostraram as dificuldades para
conduzir a fermentagdo alcodlica num ambiente termofilico. Os rendimentos de conversdo se
mostraram abaixo das expectativas, tendo o vinho final apresentado baixo teor alcodlico por

causa da forte inibi¢do por etanol formado quando se opera a temperaturas elevadas.

2.4.4.1. Fermentacao Alcodlica do Hidrolisado Enzimatico

7z

A fermentacdo da glicose é um processo completamente estabelecido. Nado existe
microrganismo mais apropriado que a levedura Sacharomyces cerevisiae, que através de seu
emprego intensivo em fermentagcdo industrial, jd passou por um processo de selecdo natural,
apresentando os melhores desempenhos em conversdao de glicose a etanol, produtividade e
tolerancia alcodlica. Desde que os impactos negativos dos inibidores sejam controlados, a

fermentagdo acontece sem maiores problemas (KIRALLY ez al., 2003).

Quanto a fermentacdo das pentoses, poucos microrganismos possuem a capacidade de
fermenta-las a etanol. A transformagdo das pentoses em etanol é fundamental para atingir uma

tecnologia eficiente de hidrélise. Para isso, estudos vém sendo realizados para selecionar e
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melhorar leveduras que fermentam naturalmente as pentoses a etanol. Além disso,
desenvolvimento de linhagens recombinantes de Sacharomyces cerevisiae, selecio de bactérias
termofilicas e selecdo de bactérias mesofilicas s@o outros pontos importantes de estudo (HO et

al., 1999).

Trés espécies de leveduras foram identificadas como as de maior potencial para a
fermentacdo alcodlica das pentoses: Pichia stipitis, Candida shehatae e Pachysolen tannophilus.
O desempenho das mesmas € muito limitado, jd que o metabolismo das pentoses exige a presenga
de um nivel minimo de oxigénio, que deve ser rigorosamente controlado. Estas cepas apresentam
baixa tolerancia a etanol e aos 4cidos alifaticos, tendo-se tentado como alternativas, a selecdo de

mutantes mais resistentes e a fusdo de protoplastos (DU PREEZ et al., 1989).

Os estudos para obtengdo de linhagens geneticamente modificadas de Sacharomyces
cerevisiae que possam metabolizar as pentoses estdo focados na inser¢ao de genes bacterianos
que realizam a isomerizacdo da xilose a xilulose (xilose isomerase), estd ultima fermentescivel
pela Sacharomyces; insercdo de genes que permitem a assimilacdo da xilose na Sacharomyces
cerevisiae e isomerizacdo da xilose a xilulose via a adicdlo de uma isomerase

(MONIRUZZAMAN et al., 1997).

Quanto ao emprego de bactérias termofilicas, tém sido realizados estudos com
Thermoanaerobacter ethanolicus. Este organismo exige operar com mostos muitos diluidos em
pentoses. O Clostridium thermohydrosulfuricum tem sido amplamente estudado em processos
CDM (Conversao Direta pelo Microrganismo). Dentre as dificuldades evidenciadas, ha a
formacao significativa de acetatos que conduz a baixo rendimento alcodlico, baixa tolerancia ao

etanol e vulnerabilidade a presenca de contaminantes.

Bactérias termofilicas geneticamente modificadas também tém sido estudadas visando
evitar a formacdo de acetato em paralelo a formacdo de etanol. Os principais problemas
relacionados ao emprego destas bactérias sdo: baixa tolerancia ao etanol, forte sensibilidade aos
inibidores, formac¢do em paralelo de quantidade significativa de subprodutos e a necessidade de
adicionar fatores de crescimento no mosto. Quanto a possibilidade de emprego de bactérias
mesofilicas, certas bactérias como Zymomonas mobilis nao sdo capazes de fermentar as pentoses,

porém sdao muito eficientes no metabolismo da glicose a etanol através da via Entner-Doudoroff
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(FLIEGE et al., 1992).

Escherichia coli e Klebsiella, depois de submetidas a modificacdes genéticas, sdo as
bactérias mesofilicas mais capazes de metabolizar as pentoses em auséncia de oxigénio e sao

consideradas otimas alternativas para fermentacao alcodlica do licor de hidrdlise.

Com o desenvolvimento da engenharia genética, ocorrerd uma melhoria na
produtividade volumétrica, aumento da tolerancia a etanol, eliminacdo de problemas de inibi¢dao
durante a utilizacdo de misturas ricas em glicose, e desenvolvimento de linhagens que sdo
inteiramente resistentes aos produtos do hidrolisado, possibilitando assim a eliminag¢do de todas

as etapas de clean-up (INGRAM e DORAM, 1995).

2.4.4.2. Efeito dos Inibidores na Fermentacao do Hidrolisado

Os produtos de degradagdo obtidos pelos pré-tratamentos quimicos da biomassa podem
ser divididos em dacidos carboxilicos, furanos, fendis e sais inorganicos, sendo que os fendis
apresentam um maior efeito inibitério durante a etapa de fermentacdo (McMILLAN, 1994). Os
compostos organicos de baixo peso molecular sdo capazes de penetrar nas membranas das
células, enquanto que os inibidores de fermentacdo com alto peso molecular influenciam na
atividade dos agucares e dos fons transportadores de elétrons para a membrana da célula. O
mecanismo de inibicdo dos 4cidos fracos, fendis e furanos no crescimento do microrganismo e na
producido do etanol tem sido objeto de estudo (PALMQVIST e HAHN-HAGERDAL, 2000a).
Compostos fendlicos de baixo peso molecular mostraram-se mais t6xicos para 0s microrganismos
que os compostos polifendicos (CLARK e MACKIE, 1984; SIERRA-ALVAREZ e LETTINGA,
1991). Segundo estudos realizados por RANATUNGA et al., 1997 ¢ TRAN e CHAMBERS,
1986, os extrativos (incluindo componentes fendlicos) também sdo capazes de inibir a
fermentagdo. Os furanos e fendis s@o compostos aromdticos que apresentam diferentes grupos
funcionais, como por exemplo, 4cido, cetona ou aldeido e, portanto, apresentam diferentes

potenciais de atividade inibitdria.

A Tabela 2.8 apresenta os principais compostos inibitérios da etapa de fermentacdao da

glicose e do crescimento das leveduras (S. cerevisiae, Candida shehatae, P. stipititis) e bactérias
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(Z. mobilis, E. coli, T. mathranii). O efeito inibitério dos compostos principais, como o 2-

furfural, 5-hidroximetilfurfural e dcido acético sdo apresentados na Tabela 2.9.

Tabela 2.8: Principais compostos inibitérios da etapa de fermentacdo de hidrolisado (adaptado de

KLINKE et al., 2004).

Compostos
Acidos Aldeidos Cetonas Fenois
Acido 2-furéico 2-furfural 4-hidroxiacetofenona Catecol
Acido 4-hidroxibenzéico  5-hidroximetilfurfural Acetovanilona Hidroquinona
Acido vanilico 4-hidroxibenzaldeido Acetosiringona Alcool coniferil
Acido siringico Vanilina Eugenol
Acido 4-hidroxicindmico Iso-vanilina Isoeugenol

Acido ferulico
Acido acético
Acido férmico

Orto-vanilina
Siringaldeido
Coniferil aldeido
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Tabela 2.9: Efeito do furfural, 5-hidroximetilfurfural e 4cido acético na etapa de fermentacdo. As porcentagens sdo dadas como
resultado da fermentacdo apds adi¢do do inibidor em relagdo a fermentacdo de referéncia, sem adi¢do do inibidor (adaptado de

KLINKE et al., 2004).

a b

Inibidor g:::lc(;VL) 27]3; OH 2{7]3 )t OH MIC (%) Microrganismod Referéncias

2-furfural 10 NA 20 19 S. cerevisiae CBS 1200 DELGENES et al. 1996
10 NA 82 81 Z. mobilis ATCC 10988 DELGENES et al. 1996
21 NA 10 11 S. cerevisiae CBS 1200 DELGENES et al. 1996
21 NA 86 NA S. cerevisiae ATTC 96581 PALMOQVIST et al. 1999
21 NA 82 NA S. cerevisiae Bakers PALMOQVIST et al. 1999
21 NA 56 44 Z. mobilis ATCC 10988 DELGENES et al. 1996
21 NA 131 NA C. shehateae NJ23 PALMOQVIST et al. 1999
65 NA 50 NA S. cerevisiae Bakers LEE et al. 1999

5-hidroximetilfurfural 8 NA 35 29 S. cerevisiae CBS 1200 DELGENES et al. 1996
24 NA 17 17 S. cerevisiae CBS 1200 DELGENES et al. 1996
24 NA 87 69 Z. mobilis ATCC 10988 DELGENES et al. 1996
40 NA 47 33 Z. mobilis ATCC 10988 DELGENES et al. 1996
57 NA 50 NA S. cerevisiae Bakers LEE et al. 1999

Acido acético 250 64 NA 79 C. shehatae ATCC 22984 DELGENES et al. 1996
283 78 NA ND E. coli LYO1 ZALDIVAR et al. 2000
435 110 119 74 T. mathranii A3 SOMMER 1998

NA: ndo analisado.

*Qron: produtividade volumétrica de etanol na fase exponencial em rela¢@o a fermentagéo de referéncia.

"Y gion: rendimento em etanol (g etanol/g glicose consumida) em relago a fermentacio de referéncia.

‘MIC: concentragéo inibitéria minima.

dCondicdes de Fermentagio:

® (. shehateae NJ23: 30 g/L de glicose, 30°C, pH 5,5, frasco agitado (20 mL), 2,2 g/L in6culo (PALMQVIST et al., 1999).

e §. cerevisiae ATCC 96581: 30 g/L de glicose, 30°C, pH 5,5, frasco agitado (20 mL), 3,2 g/L inéculo (PALMQVIST et al., 1999).

e S cerevisiae Bakers: 90 g/L de glicose, 30°C, pH 5, frasco agitado (50 mL), 10-20% (v/v) in6culo (LEE et al., 1999), 30 g/L de glicose, 30°C, pH 5.5, frasco agitado (20 mL), 3,7 g/L de in6culo
(PALMQVIST et al., 1999).

e §. cerevisiae CBS 1200: 20 g/L de glicose, 30°C, pH 5,6, frasco agitado (50 mL), 3% (v/v de in6culo), 12 h (DELGENES et al., 1.996).

e 7 mobilis ATCC 10988: 20 g/L de glicose, 30°C, pH 5,6, frasco agitado (50 mL), 3% (v/v de indculo), 24 h (DELGENES et al., 1996).

e (. shehatae ATCC 22984: 20 g/L de xilose, 30°C, pH 5,6, frasco agitado (50 mL), 3% (v/v de indculo), 32 h (DELGENES et al., 1996).

e E. coli LYOI1: 100 g/L de xilose, 30°C, pH 7, 24 h (4cidos e dlcoois) ou frascos agitados de 48 h (aldeidos). Etanol: 24 h (dcidos) ou 48 h (aldeidos e dlcoois) (ZALDIVAR et al., 2000).
e T. mathranii A3: 5 g/L de xilose, 70°C, pH 6,8, 48 h (SOMMER, 1998).
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2.5. Aproveitamento dos Residuos de Processo

Durante a producdo de etanol de segunda geracdo existe a geracdo uma grande
quantidade de dguas residuais, como o licor de pré-tratamento, rico em pentoses, lignina soldvel e
insoldvel, e a vinhaca; além de eventuais residuos sdlidos resultantes apds a etapa de hidrdlise

enzimatica, constituido principalmente de lignina e hemicelulose ndo hidrolisaveis.

Um dos importantes desafios da producdo do etanol lignocelulésico € a utilizacdo de
todos os residuos de processo, visando uma perfeita integragao energética, maximizando o valor
econdmico da biomassa, reduzindo o desperdicio e se tornando um importante instrumento de
mitigacdo de emissdes dos gases do efeito estufa. Assim, é de suma importancia que estes

residuos sejam aproveitados, o que acarretard em uma maior viabilizacdo do processo produtivo.

Uma alternativa interessante para a utilizacdo dessas dguas residuais é a producdo de
biogds, que pode ser uma solucdo sustentdvel para a remocao da matéria organica residual nos
efluentes, além da possibilidade de utilizagdo deste novo efluente como adubo residual em solo
agricola (LIU et al., 2006; TORRY-SMITH et al., 2003). Uma opg¢ao para a lignina € utilizé-la na

producdo de calor/energia através da sua queima direta em caldeiras.

2.5.1. Producao de Biogas

Hoje, em todo o mundo, fatores como a disponibilidade de energia, a otimizacdo de
processos € as crescentes exigéncias ambientais vém promovendo o desenvolvimento sustentdvel
para o acompanhamento do crescimento econdmico dos paises. Os sistemas energéticos baseados
em fontes renovaveis de energia vém contribuindo com esse objetivo, cumprindo um papel

importante na substituicao do petréleo e derivados.

Dentre essas fontes, destaca-se o biogds, cuja captura e combustdo representa uma forma
relativamente simples de reduzir emissdes de metano, disponibilizar um combustivel e até gerar
uma receita adicional por meio da geracdo de créditos de carbono mediante a implantacdo de

projetos de Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL).
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2.5.1.1.Formacao do Biogas

O biogéds € uma mistura gasosa combustivel, produzida através da digestdo anaerdbia,
processo fermentativo que tem como finalidade a remog¢do de matéria organica, a formacgao de
biogéds e a producdo de biofertilizantes ricos em nutrientes. Sua produgdo € possivel a partir de
diversos residuos organicos, como estercos de animais, lodo de esgoto, lixo doméstico, residuos

agricolas, efluentes industriais e plantas aquaticas (PECORA, 2006).

A composicdo tipica do biogés € de aproximadamente 60% de metano, 35% de dioxido
de carbono e 5% de uma mistura de hidrogénio, nitrogénio, amonia, acido sulfidrico, mondxido
de carbono, aminas volateis e oxigénio (WEREKO-BROBBY e HAGEN, 2000). Dependendo da
eficiéncia do processo, influenciado por fatores como pressdao e temperatura durante a

fermentacdo, o biogés pode conter entre 40% e 80% de metano.

O poder calorifico do biogds depende do teor de metano e do grau de umidade do gis. O
valor freqiientemente adotado para o biogds (metano 60%) é de 22,99 MJ/m”. Porém, se o gés for
desumidificado e o di6xido de carbono removido, seu valor aproxima-se ao do metano puro, isto
é, 29,26 MJ/m’. O poder calorifico liquido, entretanto, depende da eficiéncia dos equipamentos

empregados no uso energético do gas (COELHO et al., 2001).

A umidade presente no biogds tem influéncia direta no processo de combustdo, afetando
a temperatura de chama, limites de inflamabilidade, diminui¢ao do poder calorifico e taxa ar-

combustivel do biogés.

2.5.1.2. Aspectos Microbioldgicos

A degradagdao microbioldgica de matéria organica em um ambiente anaerébio s6 pode
ser obtida por microrganismos capazes de utilizar moléculas, ao invés de oxigé€nio, como

receptores de hidrogénio. A reacdo pode ser simplificada como mostra Equacao 2.6.
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matéria organica—"SENS_ CH 4+ CO, + N, + H,S 2.6

anaerobios

Na verdade, a degradacdo anaerdbia da matéria organica €, quimicamente, um processo
bastante complicado, envolvendo centenas de possiveis compostos e reagdes intermedidrias, cada
uma catalisada por enzimas e catalisadores especificos. As bactérias atuam simbidtica e
sinergeticamente, utilizando a matéria organica de forma assimilativa para o crescimento (PRICE

e CHEREMISINOFF, 1981).

No tratamento anaerdbio de efluentes, apds a diminuicdo da quantidade de oxigénio,
comecam a predominar microrganismos anaerdbios facultativos, ou seja, aqueles que
preferencialmente ndo usam oxigénio na decomposicdo da matéria organica, podendo, porém,
utiliza-lo. Segundo FORESTI (1999), estas bactérias, primeiramente, convertem o material
organico particulado em compostos dissolvidos, num processo denominado hidrélise ou
liquefagdo, sendo esta conhecida como a primeira fase da produ¢do do biogds. J4 as moléculas
complexas como celulose, proteina, amido e gordura, que compdem a matéria organica, possuem
tamanho consideravelmente grande para penetrar no interior das células bacterianas, podendo
somente ser degradadas sob a acdo de enzimas hidroliticas extracelulares (celulases,

hemicelulases, dentre outras).

Os oligdbmeros e os mondmeros assim formados, de tamanho suficientemente pequeno
para penetrar no interior das células, sdo entdo metabolizados. A passagem da membrana
citoplasmadtica se faz por duas vias: difusdo passiva segundo o gradiente de concentragdo ou por
transporte ativo das proteinas membrandceas. No interior das células, estes substratos sdo entao
metabolizados, em funcdo do equipamento enzimadtico da célula, a 4cidos organicos, cetonas,

alcoois, NH3, H, e CO,. Esta segunda fase é conhecida como acidificagdo ou acidogénese.

Do ponto de vista bioquimico, percebe-se que a hidrolise e a fase dcida constituem duas
etapas distintas. Por outro lado, microbiologicamente, verifica-se que as bactérias nao podem
sobreviver somente da fase de hidrdlise, visto que tudo acontece no exterior da célula. Sao,
portanto, as mesmas bactérias que realizam as duas fases, agrupadas por esta razdo em uma s6

fase. Estas bactérias sdo anaerdbias estritas ou facultativas, porém na sua maioria sdo anaerdbias
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estritas. Esta segunda fase se caracteriza, portanto, por ser um processo bioquimico pelo qual as

bactérias obtém energia pela transformag¢do da matéria organica hidrolisada (PECORA, 2006).

Ainda durante esta segunda fase, hd a producdo de quantidades considerdveis de
compostos organicos simples e de alta solubilidade, principalmente acidos graxos volateis. Na
Tabela 2.10 estdo listadas algumas espécies de bactérias que participam da fase acidogénica,

isoladas em digestores anaerdbios, especificando quais componentes elas degradam.

Os metabdlitos finais das bactérias hidroliticas acidogénicas sdo excretas das células e
entram em solucdo no meio. Eles passam, entdo, a ser substratos das bactérias acetogénicas,

constituindo assim uma terceira fase: a acetogénese.

As bactérias acetogénicas produzem o hidrogénio como metabdlito obrigatério e
desempenham um importante papel entre a acidogé€nese e a metanogénese (quarta fase). Estas
bactérias sdo capazes de converter adcidos graxos com mais de 2 carbonos a dcido acético, gas
carbonico e hidrogénio, sendo estes os substratos para as bactérias metanogénicas. Nesta fase, o
efluente possui alta Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), valor usado para indicar a
concentracdo de matéria organica em um dado volume liquido. Os valores de DBO sdo superiores
a 10 g/LL (PINTO, 1999). Um outro indicador da quantidade de compostos organicos em um
liquido € a Demanda Quimica de Oxigénio (DQO), indice que mede a quantidade necessdria de
oxigénio, fornecido por um agente oxidante, necessdria para oxidar totalmente a matéria organica

presente no meio

Na quarta e ultima fase, os compostos organicos simples formados na fase acetogénica,
sao consumidos por bactérias estritamente anaerébias, denominadas bactérias metanogénicas, que
ddo origem ao metano e ao gds carbOnico. Estas bactérias metanogénicas desenvolvem-se
preferencialmente em valores de pH préximos do neutro, entre 6,8 e 7,3. O fluxograma geral do

processo de decomposi¢ao anaerdbio € mostrado na Figura 2.21.
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Tabela 2.10: Bactérias nao-metanogénicas isoladas em digestores anaerébios (PRICE, 1981).

Celulose Amido Proteinas Gorduras Celulose Amido Proteinas Gorduras
Aerobacter aerogenes’* Micrococus luteus X
Alcaligenes bookerii X Micrococus varians X X
Alcaligenes fecalis X Micrococus ureae X
Bacillus sp* Paracolobacterium intermedium X
Bacillus cereus var. mycoides X Paracolobacterium coliforme X
Bacillus cereus X X Proteus vulgaris X
Bacillus circulans X X Pseudomonas aeruginosa X
Bacillus firmus X Pseudomonas ambigua*
Bacillus knelfelhampi* Pseudomonas oleovorans X
Bacillus megaterium X X X X Pseudomonas perolens X
Bacillus pumilis X Pseudomonas pseudomallei*
Bacillus sphaericus X X Pseudomonas reptilivora X
Bacillus subtilis X X Pseudomonas riboflavina X
Clostridium carnofoetidum X Pseudomonas spp. X X X X
Escherichia coli X X Sarcina cooksonii*
Escherichia intermédia* Streptomyces bikiniensis X
Micrococus candidus X

*Incerteza quanto ao elemento de degradacdo.
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POLIMEROS ORGANICOS
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Figura 2.21: Etapas da fermentacao anaerdbia para producao de metano (CNI, 1982).

Os grupos bacterianos envolvidos nos processos estdo misturados e esta diversidade
depende basicamente do tipo de matéria organica adicionada ao digestor. As bactérias formadoras
de acidos sdo bastante resistentes e capazes de suportar sibitas mudancas das condi¢des externas
e de alimentagdo, ao contrdrio das bactérias metanogénicas, bastante suscetiveis a alteracdes das
condi¢des. Um fato importante a se observar sobre a populagdo de bactérias no biodigestor é que
elas sdo interdependentes e simbidticas. As bactérias formadoras de dcido asseguram que o meio

estd livre de oxigénio e produzem o alimento bdsico para as bactérias metanogénicas, além de
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suas enzimas agirem sobre proteinas e aminodcidos, liberando sais de amonia, as unicas fontes de
nitrogénio que as bactérias metanogénicas aceitam. Estas, por sua vez, embora ndo possam viver
sem as formadoras de acidos, removem os produtos finais do metabolismo das primeiras e os
convertem em gases, que escapam do sistema. Caso esta conversio ndo se processasse, as
condi¢Oes no biodigestor se tornariam tdo acidas que matariam as bactérias formadoras de acidos

(PINTO, 1999).

2.5.1.3. Fatores que Influenciam a Geracao de Biogas

Resumem-se a seguir os principais parametros da digestdo anaerdbia relacionados a

geragdo de biogas.

¢ Temperatura

A atividade enzimadtica das bactérias depende estritamente da temperatura, visto que €
conhecido que alteragcdes bruscas de temperatura causam desequilibrio nas culturas envolvidas,

principalmente nas bactérias formadoras de metano.

Os microrganismos devem ser adaptados a faixa de temperatura de trabalho, o que
permite classifica-los também com relacdo a este parametro. As bactérias psicrofilicas, ou seja,
aquelas que operam em uma faixa inferior a 20°C, praticamente ndo sdo capazes de produzir
biogds. As bactérias termofilicas, que operam a uma faixa acima de 45°C, apresentam taxas de
conversao maiores e, assim, um menor tempo de residéncia do residuo no digestor, além do seu

volume poder ser menor, reduzindo-se os custos iniciais (PINTO, 1999).

Estudos mostram que na faixa de 55 a 70°C, a celulose e outros polimeros alcancam as
maiores taxas de hidrolise (PINTO, 1999). Apesar disso, a maior parte dos digestores trabalha na
faixa mesofilica (35 a 37°C), por se tratar de uma temperatura operacional mais confidvel, nao

necessitando de um controle brusco de temperatura.
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OpH

A concentracdo em fons H;O" no meio tem uma grande influéncia sobre o crescimento
dos microrganismos. O pH do processo deve ser mantido entre 6 e 8, podendo ser considerado
o6timo de 7 a 7,2. O controle do pH € funcdo do actimulo de bicarbonato, da fracdo de gés
carbonico, da concentragdo de acidos volateis ionizados e da concentracdo de nitrogénio sob a

forma de amonia (CASTILHOS JUNIOR, 2000).

Inicialmente, as bactérias formadoras de 4cidos fracionam a matéria organica e
produzem &cidos voléteis, resultando em um aumento da acidez do meio e uma redu¢do do pH.
Quando as bactérias metanogé€nicas comecam a agir, transformam os &acidos em metano,
neutralizando o meio e elevando o pH. Outro fator que tende a elevar o pH € o teor de amonia,
que aumenta quando as proteinas comecam a ser digeridas. Um terceiro fator atuante sobre o pH
do meio, agindo de modo a estabiliza-lo, € o bicarbonato. A concentragdo do ion bicarbonato é
diretamente proporcional ao teor de di6xido de carbono e ao pH do meio. Assim, se as bactérias
do primeiro grupo sdo muito rdpidas e produzem mais alimentos do que as metanogénicas
conseguem digerir, o diéxido de carbono liberado tornard maior a concentracdo de bicarbonato, o
que impede a queda acentuada do pH. No decorrer da degradacdo do material organico em um
sistema fechado, o pH tende a se elevar e a produ¢ao de metano tem o seu pico maximo (PINTO,

1999).

Se o conteddo de um digestor em operacdo torna-se muito dcido, 0 método mais comum
para restaurar o pH ideal € interromper sua alimentacao por alguns dias. Isto d4 um tempo para as
bactérias metanogénicas reduzirem a concentracdo dos dcidos volateis. Em digestores de grande
porte, nos quais a interrup¢ao da alimentacao € complicada devido a problemas de estocagem do

residuo, o pH € usualmente elevado pela adi¢dao de hidréxido de cédlcio (PINTO, 1999).

¢ Composicao e Concentraciao do Residuo

A composicao do residuo afeta diretamente a producdo de biogds, ou seja, quanto maior

for o conteido de sélidos volateis, os quais representam a quantidade de sélidos organicos
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presentes na amostra, e a disponibilidade de nitratos, fosfatos e sulfatos, maior é a producdo de
metano. Além disso, a producdo € diretamente proporcional a demanda quimica de oxigénio

(DQO) (PINTO, 1999).

Os substratos devem prover as fontes de alimento aos microrganismos, particularmente
os oligo-elementos, como o célcio, magnésio, potdssio, sodio, zinco, ferro, cobalto, cobre,
molibdénio e manganés. Em fortes concentragdes, estes elementos apresentam um efeito inibidor
sobre o processo de fermentacdo. Por outro lado, os elementos majoritirios como carbono,
nitrogé€nio, oxigénio, fésforo e enxofre tém uma importancia fundamental no rendimento dos

gases de fermentacao.

A presenca de nitrogénio sob a forma de proteina € favordvel, pois a mineralizacio
conduz a amodnia, que € util no estabelecimento da alcalinidade. Nutrientes essenciais, como o
ferro, e os micronutrientes, como o niquel e o cobalto, demonstram efeitos positivos na
produtividade de metano. Em compensacdo, o enxofre, presente em grandes quantidades,

aumenta a produgdo de H,S, o que prejudica a produgdo do biogds (CORTEZ e LORA, 1997).

Certos fons orgdnicos, como o K*, Na®, Ca®*, aménia i6nica NH,", Mg** e S*
apresentam, na fermentacdo, uma propriedade singular: quando em pequenas quantidade resultam
em um poder estimulante ao metabolismo celular, manifestando, porém, propriedades inibidoras
do mesmo metabolismo quando presentes em concentracdes mais elevadas. Ainda ndo é
completamente conhecido o fendmeno da inibi¢ao; acredita-se que, em maiores concentracdes, 0s
ions atravessem a delicada membrana celular, interferindo no mecanismo biolégico da célula

(MOTTA, 1986).

A Tabela 2.11 apresenta as concentragdes de inibi¢do para cada um dos principais ions

durante o processo de fermentacgdo.

A relagdo carbono/nitrogénio do substrato é fundamental para que haja a formagdo dos
acidos organicos que serdo transformados pelas bactérias metanogénicas em biogds. A propor¢ao
ideal estd em torno de 1:30 ou 1:20. Valores acima ou abaixo deste intervalo proporcionam

perdas significativas ao processo de biodigestao (CASTILHOS JUNIOR, 2000).
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Uma das vantagens da digestdo anaerdbia reside justamente na diversidade de substratos
passiveis de sofrer fermentagdo. As bactérias metanogénicas nio exigem substincias ou matérias
especificas para sua operagdo; diferentemente do substrato necessario para a producao de etanol,

uma vez que as enzimas somente se desenvolvem a partir de aguicares.

Tabela 2.11: Concentracdes e fator de inibicdo do processo de fermentacdo (CASTILHOS
JUNIOR, 2000).

Concentracao (mg/L)
Tons . Inibidor

Estimulante Fraco Forte
Sédio Na* 100 a 200 3.500 a 5.500 8.000
Potéssio K* 200 a 400 2.500 a 4.500 12.000
Calcio Ca** 100 a 200 2.500 a 4.500 8.000
Magnésio Mg** 75a 150 1.000 a 1.500 3.000
Nitrogénio NH,4* 5a200 1.500 a 3.000 3.000
Sulfetos S - menos de 200 200
Ni**, Cr™, Zn™*, Pb™* - - 100

* Agitacao

A agitacdo leva a um maior contato do substrato com as bactérias, distribuindo melhor o
calor na biomassa e dando maior uniformidade aos produtos intermedidrios e finais da
biodigestdo, além de evitar a produ¢do de uma crosta que pode obstruir a parte superior do

biodigestor (PINTO, 1999).

RODRIGUES et al. (2003), estudaram a influéncia das taxas de agitacio mecanica sobre
o desempenho de um reator anaerébio de esgoto doméstico, baseando-se na andlise da demanda
quimica de oxigénio (DQO). Os resultados mostram que a agitacdo permite a reducdo do tempo

total do ciclo para a producao do biogas.

Segundo SOUZA (2008), a agitacdo do substrato aumenta significativa a producio

volumétrica de metano, devido ao fato que na falta de agitacdo hd uma formacao de microbolhas
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de gases, principalmente CO,, que aprisionam grande nimero de bactérias, impedindo a atuacdo

das mesmas no processo de degradacao.

Apesar da melhora no rendimento, a etapa de agitacdo envolve custos, tanto fixos,
devido a implantacdo do sistema, quanto varidveis, decorrentes da operagao do mesmo. Assim, é
fundamental analisar a real importancia desta etapa em relacdo a todos os parametros de

processo, tanto na producao do biogds quanto na redugdo da carga organica.

¢ Tempo de Retencio Hidraulica (TRH)

O Tempo de Reteng¢dao Hidraulica (TRH) é o tempo necessdrio para a mistura ser
digerida no digestor, o que ocorre quando a producdo de gias é méaxima, definindo o ponto de
melhor qualidade do biogds no processo de biodigestdo anaerdbia. O tempo de retengdo é
determinado, num processo continuo, pela relagdo entre volume do digestor € o volume didrio de

carga introduzida, isto €, de matéria organica adicionada (MAGALHAES, 1986).

O tempo de retencdo influi diretamente no rendimento do biodigestor devido ao fato de
que a retirada precoce do substrato resulta em ineficiéncia pela ndo utilizacio de todo o potencial
da matéria orgénica, enquanto que a retirada tardia significa ineficiéncia por perda de tempo

desnecessario.

2.5.1.4. Tratamento do Biogas

O processo a ser empregado para a purificacdo do biogéds depende da sua composi¢ao e
aplicacdo, caracteristicas fisicas, energia e recursos disponiveis, subprodutos gerados e do
volume do gés a ser tratado. Assumindo um grau de purificacdo suficiente do biogés, este pode

ser utilizado em todas as aplicacdes projetadas para gas natural (ZICARI, 2003).

A remocdo do gés carbdnico diluido no metano permite elevar o poder calorifico do

biogés e facilita a compressao do mesmo (JENSEN e JENSEN, 2000). Ja a remog¢ao do sulfeto de
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hidrogénio evita a deterioracdo prematura das maquinas transformadoras de energia, pois quando

misturado com 4gua, forma 4cido sulfidrico que € altamente corrosivo.
ZICARI (2003) divide os processos de purificagdo do biogds em 5 categorias:
* Absorcao por um liquido,
* Adsor¢do por um sélido,
* Separacdo por diferenca de permeabilidade em membrana,
* Conversdo quimica em outro componente,
* Condensacdo.

Utilizando médulos capilares com membranas de poliimida, HARASIMOWICZ et al.
(2007) obtiveram o enriquecimento de metano a partir de concentragdes de 55-85% até 91-
94,4%. O material de membrana resistente a pequenas concentracdes de gases acidos garantiu a

reducgdo do sulfeto de hidrogénio e das concentracdes de vapor de dgua.

OSORIOA e TORRESB (2009) estudaram uma nova forma para a purificacdo do
biogds. Além de torres de lavagem, operacdo comum para purificacdo de gases, os autores
utilizaram filtros de carvao ativado. O biogds, efluente das torres de lavagem, apresentou uma
concentracdo de sulfeto do hidrogénio menor que 1,0 ppm. Valores préximos a zero ou mesmo

valores indetectaveis foram obtidos em até 58 analises consecutivas do sistema.

2.5.1.5.Biofertilizante

O efluente, outro subproduto da digestao anaerdbia, apresenta uma alta qualidade para o
uso como fertilizante agricola, pois cont€ém matéria organica com teor reduzido de carbono,
devido a formagdo de metano e géas carbdnico, e alto teor de fésforo. Seu grau avancado de

decomposicao faz com que o solo absorva com maior facilidade os nutrientes.

Estudos mostram os beneficios da utilizacdo do efluente da produgdo de biogds em
substituicdo aos fertilizantes quimicos na producdo de mandioca, espinafre, plantas aquaticas,

entre outras culturas (MOOG et al., 1997, PRESTON e RODRIGUEZ, 2002).
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PERES (2007) ressalta que apesar de muitos beneficios efetivamente existentes no
biofertilizante, ainda nio se tem conhecimento de resultados dessa aplicac@o na cultura de cana-

de-acgucar.

2.5.2. Lignina como Subproduto

A lignina é um subproduto industrial gerado, hoje em dia, principalmente pela inddstria
de papel e celulose. O lignosulfonato e lignina Kraft sdo os principais tipos de lignina comerciais

disponiveis em grandes quantidades no mercado.

A lignina Kraft € obtida a partir da precipitacdo de licor negro gerado durante o processo
de polpacdo com hidréxido de sédio e sulfeto de s6dio em digestores. As condi¢des de
temperatura, agitacdo e acidez influenciam significativamente nas propriedades finais de lignina.
Este processo € aplicado em diferentes tipos de madeira levando a um polimero com peso

molecular de 1,1 kg/mol aproximadamente (MANSOURI e SALVADO, 2006).

Os lignosulfonatos sdo gerados em um processo chamado Howard, sem a adi¢do de
hidréxido de célcio ao licor negro, através de trés etapas, nas quais sdo geradas e recicladas em
cada uma delas o sulfeto de célcio, lignosulfonato célcico e lignosulfonato com excesso cal.
Posteriormente, os lignosulfonatos passam por um processo de aquecimento na presenca de
calcio ou hidréxido de sédio durante o qual ocorre a dessulfonacdo. A lignina é recuperada
durante a hidrdlise por oxidagdo do precipitado obtido devido ao meio basico, embora outros
tipos de separacdes sejam possiveis, como a ultrafiltracio e osmose reversa. O polimero

lignosulfonato tem um peso molecular de 1,3 kg/mol (MANSOURI e SALVADO, 2006).

Outra forma de lignina bastante usual € a organosolv, obtida apds tratamento da
biomassa com solventes organicos em processos de deslignificac@o, tais como metanol, etanol,
acido acético e 4cido foérmico. As ligninas derivadas da polpacdo com dlcoois estdo
comercialmente disponiveis em quantidades limitadas. Este polimero pode alcancar pesos

moleculares de até 2,8 kg/mol (MANSOURI e SALVADO, 2006).

A lignina hidrolisada vem sendo bastante difundida durante os dltimos anos devido ao

interesse pela obtencdo de acticares e seus produtos de fermentacdo. Ela pode ser modificada por
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cloracdo e nitra¢do, de forma similar as ligninas alcalinas, formando cloroligninas e nitroligninas
que podem ser utilizadas como fertilizantes, aditivo de resinas, goma e agente adesivo em painéis

conglomerados.

Outra forma difundida da lignina € a sua forma oxidada, que pode ser obtida de forma
seletiva e sob condi¢des suaves para a formagdo de produtos aromaticos oxigenados (CHANG e
ALLAN, 1971). Aproveitando o cardter aromdtico da lignina, € possivel introduzir grupos
funcionais oxigenados mais polares, principalmente grupos carbonilicos e carboxilicos. Os
produtos funcionalizados obtidos podem ser utilizados em sinteses e polimerizagdes. A oxidagao
da lignina em meio bdésico ja estd consolidada, sendo industrialmente limitada a producio de
vanilina a partir de lignosulfonatos obtidos no processo de polpacdo com sulfito (MANSOURI e

SALVADO, 2006).

A lignina obtida ap6s etapas de pré-tratamentos, seja para produgdo de celulose e papel
ou para producdo de etanol celuldsico, pode ser precipitada de amostras de licor negro utilizando

acidos concentrados (GONCALVES et al., 2002; KIM et al., 1987).

2.5.2.1. Aplicacoes da Lignina

A maior utilizagdo para a lignina, apds seu isolamento da biomassa, € a obtencdo de
energia através da sua queima direta em caldeiras. No caso da lignina ser obtida apds pré-
tratamentos alcalinos ou oxidativos, esta normalmente apresentard um menor conteido de
carbono e maior de oxigénio, o que acarretard em uma redu¢do no seu poder calorifico. O poder

calorifico da lignina extraida da madeira € de 23 a 25 MJ/kg (LONGUE JUNIOR, 2007).

Ligninas alcalinas obtidas a partir da hidrélise de materiais lignoceluldsicos tém sido
quimicamente modificadas visando agregar valor ao polimero (GANDINI e BELGACEM, 2008;
SOUZA, 2006).

Estudos mostram a importancia das ligninas alcalinas como resina colante na
composi¢ao das fibras de bagaco de cana-de-acticar na elaboragdo de painéis. Por ser um material
natural da prépria fibra vegetal, seu aproveitamento apds modificacdes quimicas é desejavel

(SOUZA, 2006).
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Algumas aplicagdes alternativas para a lignina tém sido estudadas por diversos autores
(ADLER, 1977; BALLERINI et al., 2000; BELGACEM e GANDINI, 2008; FERNANDEZ,
2006; GANDINI, 2008; GOHEEN e HOYT, 1981; GONZALEZ-SERRANO et al., 1997,
NORTHEY, 1992) sendo as principais:

¢ Estabilizador em emulsdes de liquidos imisciveis,

e Sequestro de fons metdlicos em plantas de tratamento de dgua, evitando a reacdo destes ions

com outros compostos que devem permanecer dissolvidos,

¢ Dispersante, sendo os lignosulfonatos tteis em cimento, argila e ceramica, tintas e pigmentos,

placas de gesso, pesticidas e inseticidas, etc,

e Adesivo. Muito eficientes e econdmicas, as resinas fendlicas atuam como aglomerante em
pellets, sendo uteis em briquetes, ceramicas, isolamento de fibra de vidro, fertilizantes e

herbicidas, estabilizadores de solo, dentre outros,

e Matéria-prima para a produgdo de carvao ativado, utilizado como adsorvente no campo da
eletronica, catdlise, armazenamento de gases e, principalmente, nos processos separacdo,

purificacdo de efluentes gasosos e liquidos e processos de recuperacdo, devido a sua textura

porosa com elevada capacidade de adsorcao.

2.6. Biorrefinaria da Cana-de-Acucar

O termo biorrefinaria € relativamente novo e refere-se a conversao da biomassa em uma
gama de produtos, com pouco desperdicio e minimas emissdes. E aplicado 2 inddstria que
transforma materiais brutos de fonte renovédvel (bagaco de cana, bambu, palha de cereais,
madeira, licor negro Kraft, etc), em produtos de maior valor agregado (energia, materiais e
produtos quimicos). Fabricando produtos multiplos, a biorrefinaria permite maximizar o valor

derivado da matéria-prima (FERNANDO et al., 2006; JONG et al., 2005).

Especialistas acreditam que as biorrefinarias possam vir a constituir uma industria-chave

do século XXI, responsdavel até mesmo por uma nova revolucdo industrial, em virtude da
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importancia das tecnologias que empregam e dos efeitos sobre o paradigma industrial

(ONDREY, 2006).

Visando tornar realidade este conceito, estudos t€ém sido constantes em empresas,
universidades e centros de pesquisa do mundo inteiro, especialmente na América do Norte e

Europa.

No Brasil, a Oxiteno S.A. Indistria e Comércio, empresa petroquimica pertencente ao
Grupo Ultra, que tem como principal negécio a produgdo de derivados de 6xido de eteno e
solventes oxigenados, é a primeira empresa brasileira do setor quimico a explicitar a definicao de
um projeto de implantagdo de uma biorrefinaria para obter produtos hoje derivados do petrdleo

com base no bagaco e na palha da cana-de-acticar INOVACAO UNICAMP, 2006).

Além disso, o Governo Federal brasileiro tem investido em ciéncia e tecnologia ligada
ao etanol de cana, esperando obter no futuro um combustivel com alta produtividade, visando o
aproveitamento maximo de matéria-prima e proporcionando a sustentabilidade do setor.
Recentemente foi inaugurado em Campinas o Laboratério Nacional de Ciéncia e Tecnologia do
Bioetanol (CTBE), ligado ao Ministério da Ciéncia e Tecnologia. O laboratério nacional visa
colaborar para a manutencdo da lideranga brasileira na produgdo sustentavel de etanol de cana-

de-agucar aplicando os conceitos de biorrefinaria (CTBE, 2010).

O uso da palha de trigo para a producdo de bioetanol, biogds e biohidrogénio tem sido
demonstrado com sucesso por alguns autores (FAN et al., 2006; KAPARAJU et al., 2009;
LINDE et al., 2007). A co-producdo de bioetanol com outros biocombustiveis, como o biogas,
por exemplo, a partir de culturas energéticas como o centeio, a canola e a fava também ja foram

demonstradas (PETERSSON et al., 2007).

A producdo de bioetanol, biohidrogénio e biogds a partir da palha de trigo foi estudada
dentro do conceito de biorrefinaria (KAPARAJU et al., 2009). Inicialmente, a palha de trigo foi
hidrotermicamente pré-tratada para liberacao de uma fracao sélida rica em celulose e uma fragao
liquida rica em hemicelulose. A celulose, entdo submetida a hidrélise enzimatica e fermentacao,
resultou na producdo de 0,41 g etanol/g glicose. O licor de pré-tratamento foi submetido a
fermentagdo por microrganismos anaerébios e houve a producdo de 178,0 mL Hy/g agucares. Os

efluentes da produgdo de bioetanol e do biohidrogénio foram ainda utilizados para a produgao de
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. 3 L. L. .
metano, apresentando rendimentos de 0,324 e 0,381 m’/kg sélidos voléteis, respectivamente. Os
autores observaram que a multiproducdo de combustiveis foi energeticamente mais eficiente
quando comparada com a producao de apenas um combustivel, aumentando assim a eficiéncia da

biomassa.

BAUER et al. (2009), realizaram um estudo comparativo do potencial energético da
producdo de um unico biocombustivel com um processo combinado, baseado no conceito de
biorrefinaria. Inicialmente a palha de trigo foi pré-tratada por explosdo a vapor, sendo avaliadas
como varidveis o tempo e temperatura. O pré-tratamento da palha de trigo por explosdao a vapor
aumentou significativamente a producdo de metano por digestdo anaerébia em até 20% ou um

maximo de 331 L/kg de matéria volétil, em comparagcdo com palha de trigo nao tratada.

Visando a produgdo de multiplos combustiveis, foi realizado um estudo para analisar o
potencial de biodigestdo anaerdbia da vinhaca obtida apds a producdo de etanol a partir da palha
de trigo pré-tratada. O rendimento médximo de etanol por kg de palha de trigo seca pré-tratada por
explosdo a vapor seguida de hidrélise enzimdtica foi estimado em 0,200 kg, sob condicdes de
pré-tratamento a 200°C e 10 min, correspondente a 80% do valor méximo tedrico. A produgio de
metano a partir da vinhaga foi estimada em 183 L/kg de palha de trigo seca. Com base nestes
dados, os autores demonstraram que a produ¢do de duas formas de energia foi mais satisfatoria
do ponto de vista energético, ja que o etanol pode ser considerado como um combustivel de alta
qualidade e o processo proposto proporciona um metano de qualidade para as centrais de
cogeracdo com producdo de energia elétrica e vapor utilitdrio, que por sua vez pode ser usado

para operar colunas de destilacdo no préprio processo.

A maioria dos esforcos em biorrefinaria estd focado na area de producdo de energia,
incluindo os biocombustiveis. Deve-se ressaltar que a biomassa anualmente produzida no planeta
¢ insuficiente (< 30%) para atender a demanda de energia hoje proveniente do petréleo. Grandes
investimentos terdo que ser realizados no aumento da produ¢ao de biomassa. Embora a demanda
mundial de biomassa para a producdo de materiais e de produtos quimicos seja muito pequena,
ndo mais que 6% daquela necesséria a producdo de energia, existe muito interesse também nestes

produtos, dado os seus elevados valores agregados, em alguns casos (BASTOS, 2007).
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Exemplos destes incluem os chamados produtos quimicos verdes ja usados em larga
escala como o xilitol, 4cido succinico e seus derivados; produtos bioativos, utilizados nas
industrias de alimentos saudaveis (sitostanol); e industria farmacéutica e cosmética, como 0s

flavonoéides, estilbenos, lignanas e outros antioxidantes.

Dentre os materiais, destacam-se os biopldsticos, resinas furanicas, derivados de
hemiceluloses, fibras de carbono, carbono ativo, resinas fendlicas e emulsdes betuminosas

derivadas de lignina, e outros biopolimeros, tais como dcido polildctico, nanocristais, etc.

Nos udltimos trinta anos, o Brasil atuou praticamente sozinho no desenvolvimento de um
mercado estdvel de etanol e apenas nesta década surgem novos mercados a custa de forte
intervencdo, incentivos e subsidios. O etanol de cana-de-aguicar apresenta expressivas vantagens
comparativas de custo de producdo, sendo de 30% a 50% inferior ao custo do etanol norte-
americano a partir do milho e trés quartos do etanol europeu a partir da beterraba. Os custos
atuais de producdo dos processos que empregam a biomassa lignoceluldsica ainda sao elevados.
No entanto, a intensa mobilizacdo de empresas, universidades e o enorme apoio publico nos
paises desenvolvidos, com concessdo de diversos incentivos, prometem resultados auspiciosos
num horizonte ndo muito distante e a instalacdo de biorrefinarias se tornard uma realidade no

cendrio futuro do mercado de energia e produtos quimicos.
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CAPITULO 3

PREPARACAO E ANALISE PREVIA DA BIOMASSA E
ENZIMAS

Neste capitulo sdo apresentadas todas as metodologias empregadas na preparagcdo e
caracterizacdo quimica do bagaco de cana e das enzimas celulase e B-glicosidase, além dos
resultados relacionados a esta preparagdo, como andlise compositiva de cada biomassa a ser

estudada, andlise das atividades enzimaticas e de seus efeitos sob o pH e a temperatura do meio.

3.1. Introducao

O conhecimento da composi¢do quimica da biomassa € de suma importancia para a
compreensdo de suas propriedades e para a sua correta utilizacdo, especialmente quando se

destina as transformacdes quimicas, como € o caso da producao de etanol de segunda geracgao.

Os procedimentos para a andlise quimica estdo normalizados por alguns 6rgaos, como a
TAPPI (Technical Association of the Pulp and Paper Industry), uma das mais conhecidas e
referenciadas, e as normas adotadas pelo NREL (National Renewable Energy Laboratory). Além
disso, pesquisadores brasileiros vém desenvolvendo e padronizando uma norma especifica para

andlise do bagacgo de cana-de-acticar (GOUVEIA et al., 2009).

Em se tratando das enzimas, a atividade enzimatica € extremamente dependente do meio

em que se encontra, principalmente do pH e da temperatura. A diminui¢do da velocidade de uma
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reacdo enzimdtica ocorre devido a varios fatores, tais como a desativagdo da enzima pela
temperatura ou pH no qual a reacdo decorre, a inibicdo da enzima pelos produtos de reacdo e a
diminui¢do do grau de saturacdo da enzima pelo substrato.Sabe-se que todas as enzimas sao
afetadas pelo pH do meio e consequentemente ativas em uma pequena faixa de pH, apresentando
um valor 6timo correspondente a atividade médxima. O mesmo comportamento pode ser
observado para a temperatura, sendo a diminuicdo da atividade catalitica devido a alteracdo da
estabilidade da enzima, da velocidade de transformacdo do complexo enzima-substrato e da

afinidade entre substrato e enzima (RICARDO e TEIXEIRA, 1976).

Conhecer estas condi¢des Otimas € de fundamental importancia para obter um bom

rendimento no processo.

3.2. Materiais

3.2.1. Reagentes e Outros Materiais de Consumo

Para a realizacdo dos experimentos de andlise da composi¢do quimica do material e
determina¢do da atividade enzimética e dos efeitos do pH e temperatura do meio nesta, foram

utilizados os reagentes quimicos listados na Tabela 3.1.

Além dos reagentes, outros materiais de consumo foram necessarios para a realizacao

dos experimentos:

e Membrana GS em éster de celulose com poro de 0,22 um e 13 mm de didmetro da marca

Millipore;

e Membrana HA em ésteres de celulose com 0,45 um e 47 mm de didmetro da marca Millipore;
e Seringa descartdvel Braun Injekt 12 mL;

e Seringa Hamilton 25 pL;

e Suporte para filtracdo swinnex em polipropileno com 13 mm de didmetro, autoclavavel, da

marca Millipore.
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Tabela 3.1: Reagentes utilizados nos experimentos.

Reagentes Fabricante Pureza (%)
Acido acético Chemco 99,7
Acido citrico monohidratado Dinamica 99.5
Acido dinitro-3,5-salicilico Vetec 99
Acido sulfirico Synth 96,5
Alcool etilico Synth 99,5
Carbonato de calcio Synth 99.0
D-(+)-celobiose Fluka >99,0
D-arabinose Sigma-Aldrich >98,0
D-glicose Merck >99.0
D-manose Chem service >99.0
D-xilose Fluka >99.0
5-hidroximetilfurfural Chem service 99,5
Fenol Vetec 99
Furfural Chem service 99,3
Papel de filtro n° 1 Whatman -
Hidréxido de sédio Nuclear >95
Kit Glicose GOD-PAP Laborlab -
Meta-bissulfito de soédio Ecibra 97
Tartarato de sddio e potdssio tetrahidratado Synth 99

3.2.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados para a execugao dos experimentos foram:

e Agitador eletromagnético da marca Produtest e peneiras circulares padronizadas da série de

Taylor das marcas granuteste e bertel;

e Aparato soxhlet modelo MA — 188 da marca Marconi;

e Autoclave vertical modelo AV 50 da marca Phoenix;

e Balanca analitica da marca Bel Engineering com precisao de + 0,001 g;
e Balanca da marca Marte com precisao de + 0,01 g;

¢ Banho termostatizado modelo MA-184 da marca Marconi com precisdo de + 0,01°C;
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e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) (em inglés HPLC - High Performance
Liquid Chromatographic) da Waters, com amostrador 717 plus, bomba de inje¢do modelo 515,
detector de indice de refracio modelo 410 e UV/Visivel modelo 2489, com software de

integracdo Empower 2;

e Destilador de dgua tipo Pilsen Q341 da marca Quimis;

¢ Espectrofotometro UV Mini-1240 Shimadzu com precisdo na quarta casa decimal;
e Estufa de secagem especial modelo MA-035/2 da marca Marconi;

¢ Estufa para secagem de plantas da marca Blue M. Electric Company;

e Medidor de pH industrial MPI 2000 da marca MS Tecnopon, com precisdo de 0,01;
e Micro moinho de faca modelo MA — 630/1/E da marca Marconi;

e Mufla modelo Q-318D24 da marca Quimis;

e Sistema para purificacdo de dgua Milli-Q® Ultrapure da marca Millipore.

3.2.3. Biomassa lignoceluldsica

O bagaco de cana-de-agucar utilizado nos experimentos foi proveniente de uma mesma
safra e fornecido pela Usina Sdo Luiz — Dedini S/A agroindustria da fazenda Sao Luiz — Setor A,
da zona rural da cidade de Pirassununga, Estado de Sao Paulo. O material é proveniente da safra
de 2005/06, obtido por colheita manual da cana queimada e resultante da dltima moenda apds a

extracdo do caldo.

3.2.4. Enzimas

Foram utilizadas as enzimas celulase de Tricoderma reesei (Sigma-Aldrich) e B-
glicosidase de Aspergillus niger (Sigma-Aldrich). As atividades enzimaticas, ¢ o pH e

temperatura 6timas, foram determinados experimentalmente.
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3.3. Procedimento Experimental
3.3.1. Preparacao e Analise da Biomassa

3.3.1.1. Secagem da Biomassa

Antes da armazenagem, o bagaco foi seco em uma estufa para secagem de plantas a
45°C por 48 h e deixado a temperatura ambiente por mais 24 h, sendo posteriormente

armazenado no freezer em bolsas hermeticamente fechadas.

Durante o processo de secagem, aliquotas do material foram coletadas e secas em outra
estufa a 105°C por 24 h para a determinacdo do teor de unidade do material. A metodologia de
andlise estd descrita no apéndice I. As amostras foram coletadas e analisadas em trés momentos:
bagaco antes de qualquer processo de secagem e apds 24 e 48 h de secagem. As andlises foram

realizadas em triplicata.

3.3.1.2. Separacao da Biomassa Seca

Apbs o processo de secagem e armazenagem do bagaco no freezer, a biomassa foi
dividida em duas partes. Uma parte foi armazenada sem peneirar, sendo denominada de bagago
ndo peneirado. A outra parte do material foi peneirada e analisada granulometricamente. Este

segundo material foi chamado de bagago peneirado.

Os bagacos ndo peneirados e peneirados foram utilizados como substrato nos
experimentos de pré-tratamento e hidrdlise com o objetivo de analisar a influéncia do tamanho da

particula na liberagdo dos acucares fermentesciveis.

Para obter a fracdo peneirada, foi realizada uma separacdo granulométrica do bagaco
passando o material por peneiras da série de Taylor com aberturas de 12, 16, 24, 32, 42, 60 e 80

mesh, como descrito no apéndice II.

Segundo MACHADO (2000), as fibras do bagaco de cana representam o material retido

em peneiras com poros de 0,991 mm de abertura (16 mesh) e a medula, o material retido na
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peneira com poros de 0,248 mm de abertura (60 mesh). Assim, para conseguir um material
peneirado constituido de parte fibrosa e medular, foi utilizada, para os experimentos com o
bagaco peneirado, uma mistura do material das peneiras de -12+60 mesh, representando assim
um substrato de didmetro médio igual a 0,823 mm. O material retido na peneira de 80 mesh e na

parte inferior foi descartado, uma vez que apresentava grandes quantidades de terra.

3.3.1.3. Caracterizacao Quimica da Biomassa

Para a andlise da composicdo quimica do bagaco ndo peneirado e peneirado, certa
quantidade de cada biomassa foi passada por um moinho de facas até conseguir um material com
particulas inferiores a 0,5 mm, selecionadas através de uma peneira de 20 mesh. Particulas retidas
na peneira eram novamente moidas para que a composi¢do quimica do material ndo fosse

alterada.

Ap6s moagem dos materiais e separacao granulométrica, estes foram analisados quanto
ao teor de cinzas, extrativos, lignina total (lignina insoldvel + solivel), celulose, hemicelulose e

grupos acetil.

O teor de cinzas foi determinado de acordo com a metodologia descrita no apéndice I1I.
A metodologia para quantificacio dos extrativos estd descrita no apéndice IV e a determinagdo do
contedido de carboidratos, lignina e grupos acetil foram realizadas segundo o procedimento

descrito no apéndice V.

3.3.2. Determinacao da Atividade Enzimatica

Antes de iniciar o estudo aplicando as enzimas celulase e B-glicosidase, ensaios foram

realizados destinando-se a determinac¢do das atividades enzimaticas.

Para a enzima celulase, a atividade foi determinada como atividade de papel de filtro e
expressa em unidades de papel de filtro (FPU) (em inglés, Filter Paper Units) por volume de

enzima original, como recomendado pela IUPAC (ADNEY e BAKER, 1996; GHOSE, 1987;
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WOOD e BHAT, 1988). O apéndice VI apresenta toda a metodologia para o preparo do tampao
citrato, do reagente DNS (4cido dinitro-3,5-salicilico) e determinagdo da atividade enzimética da

celulase.

Para a B-glicosidase, a medida da atividade foi determinada através de uma solugdo de
celobiose 15 mmol/L e expressa em unidades de celobiose (CBU) (em inglés, Cellobiose Units)
por volume de enzima original, como recomendado pela IUPAC (WOOD e BHAT, 1988). O

apéndice VII descreve a metodologia detalhada para essa andlise.

3.3.3. Efeito do pH e da Temperatura na Atividade Enzimatica da Celulase

Para analisar o efeito do pH e da temperatura na atividade enzimatica foi utilizada uma
solucdo da enzima celulase de concentracio 3% (v/v). O procedimento padrio para a
determinacdo do efeito do pH € apresentado no apéndice VIII. O apéndice IX apresenta o

procedimento padrio para o célculo do efeito da temperatura na atividade enzimatica.

3.3.4. Métodos Analiticos para Quantificacao dos Actcares

3.3.4.1. Determinacao da Concentraciao dos Acicares Redutores Totais (ART)

As concentragdes de ART foram determinadas de acordo com o método do acido
dinitro-3,5-salicilico (DNS) descrito por MILLER (1959), utilizado para a quantificacdo destes
acucares liberados durante a andlise da atividade enzimdtica da celulase (apéndice VI) e na
determinacdo do efeito do pH (apéndice VIII) e da temperatura (apéndice IX) na atividade

enzimatica.

Acucares redutores sdo aqueles que possuem grupos carbonilico e cetdnico livres,
capazes de se oxidar na presenca de agentes oxidantes em solucdes alcalinas (SILVA et al.,

2003).

O método DNS baseia-se na reducao do 4cido dinitro-3,5-salicilico a dcido 3-amino-5-

nitrossalicilico a0 mesmo tempo em que o grupo aldeido do aciicar é oxidado a grupo
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carboxilico, com o desenvolvimento da coloragdo avermelhada sendo lida

espectrofotometricamente a 540 nm.

A reacdo ocorrida para a quantificagdo dos ART € apresentada na Reacgao 3.1.

COOH COOH COOH
OH CHO O OH
+ [ +
NH
NO: No2 N2 i 3.1
Acido dinitro- AR = actcar Acido 3-amino-5- Acido
3,5-salicilico redutor genérico nitrossalicilico alddnico

Figura 3.1: Reacdo para quantificacdo de agicares redutores totais por DNS.

Entretanto, a equivaléncia entre o 4cido 3-amino-5-nitrossalicilico produzido e a
quantidade do aguicar ndo € exata e diferentes acucares produzem diferentes intensidades na cor
desenvolvida. Isso sugere que a quimica da reagdo deva ser mais complexa que a apresentada,
podendo estar relacionada com as reagdes de decomposicdo de agicares em solugdo alcalina

(MILLER, 1959).

3.3.4.2. Determinacao da Concentracao de Glicose pelo Método GOD-PAP

Para a andlise da atividade enzimética da B-glicosidase, a concentra¢do de glicose foi
determinada de acordo com o método enzimdtico Glicose GOD-PAP, descrito por HENRY

(1974). O procedimento padrao para esta andlise foi descrito no apéndice VII.

O método baseia-se na oxidacdo enzimadtica da glicose através da enzima glicose oxidase
(GOD) resultando em perdxido de hidrogénio, o qual é subseqiientemente usado na geracao da

colorac¢ao rosada pela peroxidase (PAP).

A Reacdo 3.2 representa as reacOes enzimdticas ocorridas para a quantificacdo da

glicose.
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Glicose + O, + H,0—2kee odxe s 40ido glucdnico + H,0,

2H,0, + fenol —=2%¢ 5 4 H,0O (coloragdo rosada) 3.2

3.3.4.3. Determinaciao da Concentracao dos Carboidratos e Inibidores

Para andlise da composicao quimica do bagaco, a concentracdo dos monossacarideos
glicose, xilose, arabinose e manose, do dissacarideo celobiose, e dos inibidores de maior
possibilidade de formacao, como o furfural, 5-hidroximetilfurfural e dcido acético, obtidos apds a
hidrdlise 4cida, foram determinados através de CLAE. O procedimento padrdo foi descrito no

apéndice V, itens 6-9.

3.4. Resultados e Discussoes

3.4.1. Calculo do Teor de Umidade do Bagaco de Cana-de-Acicar

Antes de iniciar os experimentos, o bagaco foi seco e analisado em relacdo ao teor de
umidade como descrito no apéndice I. A Tabela 3.2 apresenta os resultados obtidos para os teores

de umidade das amostras sem nenhum processo de secagem e apds 24 e 48 h de secagem.

Tabela 3.2: Porcentagem de umidade no bagaco em cada uma das etapas de secagem.

Massa média do  Massa média do
bagaco imido (g)  bagaco a.s. *(g)
Nao seco 6,0050 + 0,0022 2,3899 +0,0173 60,20 £ 0,28
Apbs 24 h 5,9961 +0,0102 5,5781 £ 0,0148 6,97 + 0,41
Apds 48 h 6,0024 + 0,0041 5,7036 + 0,0042 4,98 + 0,02

Secagem % umidade

*a.s.: absolutamente seco
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Analisando a Tabela 3.1 nota-se que o bagaco de cana-de-agticar apresentava um teor de
umidade inicial de 60,20%. Vale ressaltar que o teor médio de umidade do bagaco de cana-de-

actucar estd em torno de 50%.

Nota-se que apds 24 h de secagem, o teor de umidade do bagaco passou de 60,20%
(amostra antes da secagem) para 6,97%, havendo uma reducdo de 88,42% da umidade inicial.

Ap06s 48 h de secagem, o bagaco teve seu teor de umidade diminuido, passando para 4,98%.

Apés as 48 h de secagem, o bagaco permaneceu 24 h a temperatura ambiente nao
havendo mudancgas significativas no seu teor de umidade (5,01%). O principal objetivo da
secagem do material € minimizar a proliferacio de microrganismos que possam

degradar/fermentar o material.

3.4.2. Analise Granulométrica

Apds a separagdo e andlise granulométrica do bagaco, a fracdo madssica retida foi

calculada e o valor médio destes resultados estao dispostos na Tabela 3.3.

Tabela 3.3: Fracdo mdssica retida apds andlises em triplicata.

Diametro médio da Média da massa de

Peneiras dp (mm)* Fracio massica

particula (mm) bagaco retida (g) retida (%)

+12 >1,397 1,689 75,23 £5,96 85,59 £2,89
-12+16 0,9910 1,194 2,77 £0,39 3,13 +£0,08
-16+24 0,7010 0,8460 2,50+£0,43 2,82 £0,33
-24+432 0,4950 0,5980 1,53 +0,34 1,72 £ 0,22
-32+42 0,3510 0,4230 1,60 = 0,57 1,77 £ 0,41
-42+60 0,2480 0,3000 1,57 £0,38 1,75 £0,22
-60+80 0,1750 0,2120 1,30 £ 0,94 1,38 £0,82

-80 <0,1750 0,1500 1,73 +£ 1,32 1,83 +1,20

*Valores retirados do Apéndice C-8, PERRY et al. (1997).
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Pode-se observar, analisando a Tabela 3.3, que a maior parte do bagaco de cana utilizado
nos experimentos como bagaco nio peneirado, cerca de 85,59%, apresenta um didmetro médio

superior a 1,689 mm.

A Figura 3.2 mostra a aparéncia do bagaco ndo peneirado e peneirado utilizado nos

experimentos.

“de cana Bagaco’de cana
ndo peneirado . peneirado

Figura 3.2: Bagaco ndo peneirado e peneirado.

3.4.3. Analise da Composicao Quimica do Bagaco

Ap6s quantificagdo dos constituintes do bagaco nao peneirado e peneirado, os resultados

foram calculados e dispostos na Tabela 3.4.

Analisando a Tabela 3.4 nota-se que a soma dos componentes atingiu cerca de 93-94%
para os dois tipos de bagaco. Isso se deve ao fato de que alguns compostos presentes no material
ndo foram quantificados, como os dcidos urdnicos e alguns compostos inibidores. Além disso,

deve-se considerar uma quantidade significativa de terra no material.
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Tabela 3.4: Composicao quimica do bagaco ndo peneirado e peneirado.

Composiciao Bagaco Bagaco
quimica nao peneirado (%) peneirado (%)
Cinza 1,6 £0,1 3,3+0,1
Extrativos 0,6 +0,3 2,3+0,1
Lignina total 26,4 +0,2 293+1,6
Celulose 40,5+ 1,6 349+0,9
Hemicelulose 24,5+0,4 22,7+0,3
Total 93,6 +2,0 93,0+1,1

Os valores obtidos na andlise estdo, de um modo geral, dentro da faixa de valores
encontrados na literatura. Normalmente nio sdo encontrados valores fixos para cada andlise, mas
sim uma faixa de valores. Isso ocorre porque a constitui¢do final de cada planta sofre vérios tipos
de influéncia, como por exemplo, espécies da cana-de-agucar, clima (temperatura, umidade),
constituicdo do solo, infec¢do e pragas, método de plantio, época de colheita e outros, fazendo

com que plantas de mesma espécie apresentem composicoes diferentes.

A primeira vista, analisando a Tabela 3.4 e comparando com a constituicio quimica
média do bagaco de cana (Tabela 2.1), parece que o bagaco ndo peneirado apresenta em sua
constituicdo uma maior quantidade de fibras, ao contrario do bagaco peneirado, cuja composi¢ao

quimica assemelha-se mais com a parte medular da planta.

3.4.4. Atividades das Enzimas Celulase e B-Glicosidase

A Figura 3.3 apresenta o comportamento da enzima celulase para a determinacido da

atividade enzimatica.
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Massa de glicose liberada (mg/0,5 mL)
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Figura 3.3: Comportamento da enzima celulase.

Segundo GHOSE (1987), uma unidade da atividade de enzima celulase (FPU) é baseada
na liberacdo de exatamente 2,0 mg de glicose equivalente, isto €, 2,0/0,18016 pmol de 50 mg de
papel de filtro por 0,5 mL de enzima diluida em 60 minutos de reacdo. Sendo assim, com a
equacao da reta obtida na Figura 3.3, foi possivel determinar a concentragdo de enzima necessaria

para liberar exatamente 2,0 mg:

Log [enzima] = (0,3484x2,0) — 2,9654
Log [enzima] = -2,2686
[enzima] = 5,39x10°
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Com o valor da concentracdo da enzima determinada, pode-se calcular a atividade

enzimatica da celulase através da Equagdo VI-1, apéndice VI.

2,0

Atividadeda celulase = 3
(0,18016-0,5-60-5,39x107")

= 68,68 FPU/mL

A atividade da enzima B-glicosidase foi determinada em triplicata de acordo com a
metodologia descrita no apéndice VII. A liberacdo de glicose em funcdo da concentragdo de

enzima pode ser observada na Figura 3.4.

5,0E-04 + (g
4,0E-04 y = 0,000162x + 0,0001
. R® = 0,9957
©
E
c
S 3,0E-04 +
©
T
< ¢ Amostra 1
g« B Amostra 2
*‘é 2,0E-04 Amostra 3
8 X Média
S — Linear (Média)
(&]
1,0E-04 ¢ >@
0,0E+OO T T T T 1
0,0 05 1,0 1,5 2,0 25
Massa de glicose liberada (mg/mL)
Figura 3.4: Comportamento da enzima B-glicosidase.
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Segundo WOOD e BHAT (1988), uma unidade da atividade de B-glicosidase (CBU)
baseia-se na liberacdo de exatamente 1,0 mg de glicose, isto €, 0,5/0,18016 umol de celobiose,
convertida por 1,0 mL de enzima diluida em 30 minutos de reacdo. Sendo assim, com a equagao
da reta obtida na Figura 3.4, foi possivel determinar a concentracdo de enzima necessaria para

liberar exatamente 1,0 mg de glicose:

[enzima] = (0,000162 x1,0)+ 0,0001
[enzima] = 0,000262

Com o valor da concentragdo da enzima determinada, pode-se calcular a atividade

enzimatica da B-glicosidase através da Equacao VII-1, apéndice VII.

0,5
(0,1816-1,0-30.0,000262)

Atividade da B-glicosidase = =350,29 CBU/mL

Assim, o valor da atividade da celulase obtido foi de 68,68 FPU/mL da enzima original e
da enzima [-glicosidase foi de 350,29 FPU/mL da enzima original. Estes valores de atividade
foram utilizados para calcular o volume necessario das enzimas a serem adicionadas no processo
de hidrélise. Vale ressaltar que de tempos em tempos (aproximadamente 3 meses) ou a cada novo

lote de enzimas, a atividade era novamente determinada.

3.4.5. Efeito do pH na Atividade Enzimatica

O efeito do pH na atividade enzimdtica foi determinado a partir da massa de glicose
liberada pela enzima celulase diluida, em tampao citrato, a diferentes valores de pH. As andlises

foram realizadas de acordo com a metodologia descrita no apéndice VIII.

A Tabela 3.5 mostra a atividade enzimadtica e a atividade enzimadtica relativa obtida apds
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quantificacdo da glicose liberada pela enzima celulase em diferentes valores de pH. A atividade
enzimatica relativa foi definida como a razdo entre a atividade inicial enzimética medida a um

determinado pH e a atividade enzimatica inicial maxima.

Tabela 3.5: Efeito do pH na atividade enzimética.

pH Atividade Enzimatica (FPU) Atividade Relativa %
1,58 1,881 7,950
3,12 12,42 52,48
4,10 19,36 81,81
4,80 23,66 100,0
5,21 23,25 98,26
5,75 22,04 93,13
6,14 20,87 88,20
6,99 18,66 78,87

Ao analisarmos a Tabela 3.5 percebe-se que o pH onde a enzima apresentou maior
atividade (pH o6timo) foi 4,8. A enzima apresenta-se menos ativa em valores de pH <48,
apresentando-se praticamente inativa em pH 1,58. Observa-se ainda uma estreita faixa onde a

enzima apresenta alta atividade, aproximadamente entre valores de pH 4,80-5,75.

Assim, para os experimentos de hidrélise do bagago de cana pré-tratado, o meio
reacional teve seu valor de pH ajustado para 4,8, uma vez que este representa o valor em que a

atividade da enzima é maxima.

3.4.6. Efeito da Temperatura na Atividade Enzimatica

O efeito da temperatura na atividade enzimatica foi determinado segundo a metodologia
descrita no apéndice IX. A Tabela 3.6 apresenta os valores das temperaturas estudadas em cada

um dos ensaios juntamente com a atividade enzimatica e relativa.
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Tabela 3.6: Efeito da temperatura na atividade enzimaética.

Temperatura (°C) Atividade Enzimatica (FPU) Atividade Relativa (%)

10 2,054 28,15
20 3,058 41,91
30 4,682 64,17
40 6,078 83,30
45 7,068 96,86
50 7,297 100,00
55 7,210 98,82
60 6,760 92,64
70 4,720 64,68
80 2,825 38,72

Ao analisarmos a Tabela 3.6 percebe-se que a temperatura onde a enzima apresenta
maior atividade (temperatura 6tima) foi de 50°C. Em condi¢des extremas de temperatura, a
atividade enzimatica diminui bruscamente. Observa-se ainda que a temperatura 6tima apresenta-

se numa faixa aproximadamente entre 45 e 55°C.

Logo, para a etapa de hidrolise enzimética foi utilizada uma temperatura reacional de

50°C, ja que esta apresentou o maior valor de atividade enzimatica.

3.5. Conclusoes

O bagaco de cana-de-agucar, obtido por colheita manual da cana queimada e resultante
da dltima moenda apds a extracdo do caldo, apresentou um teor de umidade inicial de 60,20%,
bem acima do valor normalmente observado (aproximadamente 50,0%). Apds secagem por 48 h,

a biomassa permaneceu com um teor de 4,98%.

Através da andlise granulométrica foi possivel observar que aproximadamente 85,59%
do bagaco denominado como bagaco nao peneirado apresenta um didmetro médio superior a

1,689 mm. Nesta por¢do observou-se uma grande heterogeneidade de tamanhos de fibra.

Em se tratando da composi¢do quimica dos dois materiais a serem estudados, os

resultados apresentaram-se condizentes com valores da literatura, mesmo sabendo que ndo
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existem valores fixos para cada constituinte da biomassa, mas sim uma faixa deles. Além disso,
foi observado que o bagago nio peneirado apresentou em sua constituicdo uma maior quantidade
de fibras, ao contrario do bagago peneirado, cuja composicao quimica assemelha-se mais com a

parte medular da planta.

O efeito do pH e da temperatura na atividade enzimdtica também foi estudado neste
capitulo. A enzima celulase apresentou um pH 6timo a 4,8 sendo mais sensivel a valores de
pH < 4,8 e apresentando-se praticamente inativa em pH 1,58. Em se tratando da temperatura, a
maior atividade para a celulase foi observada a 50°C, apresentando quedas bruscas de atividade

em condicdes extremas de temperatura.

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo 112



CAPITULO 4

ESTUDO E COMPARACAO DOS PRE-TRATAMENTOS SOBRE
DIFERENTES TAMANHOS DE PARTICULA

Neste capitulo, € apresentado um estudo inicial das condi¢des de pré-tratamento visando
a comparacao de dois tamanhos de particula: o bagaco de cana nao peneirado e peneirado. Foram
utilizados como agentes de pré-tratamento o hidréxido de cdlcio (cal) e o per6xido de hidrogénio
alcalino, levando em consideracdo os efeitos da varidvel tempo de pré-tratamento, temperatura e
concentracdo do reagente em relagdo a sua eficiéncia em liberar os acticares fermentesciveis apds
hidrélise enzimatica. Os resultados foram analisados mediante um planejamento estatistico linear
através de software estatistico comercial. O principal objetivo foi analisar cada um dos pré-
tratamentos e determinar a necessidade ou nao de reduzir o tamanho das particulas da biomassa
para melhorar a liberagdo dos agucares fermentesciveis apds a etapa de hidrdlise enzimaética.
Além disso, procurou-se analisar as varidveis do processo que se apresentaram estatisticamente

significativas para uma posterior otimizacao das condi¢des de pré-tratamento.

4.1. Introducao

O processo de producdo de etanol a partir do bagaco demanda a transformagdo da
celulose em mondmeros de glicose e subseqiiente conversdo dos mesmos, por microrganismos,
em etanol. Entretanto, a celulose nativa encontra-se muito protegida pela matriz lignina-
carboidrato, de modo que a celulose torna-se muito recalcitrante a a¢do hidrolitica, resultando em

processos lentos de conversdo. Assim, a etapa de pré-tratamento € considerada imprescindivel
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para aumentar a exposicdo das fibras de celulose, tornando-a mais acessivel aos agentes

hidroliticos enzimaticos ou acidos.

Os pré-tratamentos quimicos sdo conhecidos por removerem a lignina sem causar
grandes danos a cadeia celuldsica que deve apresentar propriedades adequadas para sua posterior
utilizacdo. Como a lignina estd quimicamente ligada as hemiceluloses, uma degradagdo parcial
destas ocorre no processo de pré-tratamento. Além disso, hd uma diminui¢do do grau de
polimerizacdo e cristalinidade da celulose, associada com o inchaco da amostra, aumentando

assim a porosidade do material.

A estrutura da lignina é modificada pela presenga de substancias alcalinas, tornando-a
mais solivel. Esta modificacdo ocorre porque a lignina é degradada em unidades menores, por
clivagem das ligacdes interunidades, sendo, em seguida, os grupos hidrofilicos (por exemplo,

OH)) introduzidos no polimero e fragmentos clivados.

A deslignificacdo alcalina € acompanhada pela degradacao dos carboidratos (celulose e
hemicelulose), podendo levar a perdas considerdveis de agucares caso as condi¢des ndo sejam
bem controladas. A reagdo de degradagdo dos carboidratos continua até a introducdo de um grupo

carboxilico na cadeia final (RAMIREZ, 2005).

Em se tratando do pré-tratamento com hidréxido de célcio, os fons Ca* sdo depositados
na matriz celulésica na forma de carbonato de célcio. Segundo LOPEZ (2000), é possivel
observar a deposi¢do do cdlcio através de microscopia eletronica de varredura, microandlise de
raios-X, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIV) e andlise

termogravimétrica.

A formacgdo de fragmentos de baixo peso molecular, tais como os 4cidos glicdlico e
l4tico, aumenta a medida que as condi¢des reacionais do pré-tratamento com hidréxido de calcio
se tornam mais severas, ou seja, alta concentragdo do reagente ou altas temperaturas

(SJOSTROM, 1991).

Em relacdo ao pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino, a principal funcdo
do oxigénio ativo, obtido através de reacdes do peréxido em meio alcalino, € a remog¢do da

lignina através da geracdo de compostos oxigenados.
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Em meio alcalino fraco, o per6xido age de forma seletiva nos compostos fendlicos,
promovendo uma cisdo parcial da lignina, causando a sua degradacdo sem alterar a fracdo
celulésica dos materiais lignocelulésicos (CURRELI et al., 1997). Usando apenas peréxido em
meio alcalino (PATEL e BHATT, 1991) ou combinando-o com uma etapa anterior de pré-
tratamento alcalino (CURRELI et al., 1997), a eficicia quanto ao processo de deslignificagcdo é

notorio.

Comparado o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino a outros processos,
este apresenta como vantagem a reducao da cristalinidade da celulose e decomposi¢ao da lignina
em gas carbonico, dgua e acido carboxilico. Além disso, substancias inibidoras como furfural e 5-
hidroximetilfurfural ndo sdo produzidas, ao contrdrio da maioria dos outros métodos de pré-

tratamento (CHENG, 2001).

4.2. Materiais

4.2.1. Reagentes e Outros Materiais de Consumo

Para a realizacdo dos experimentos de pré-tratamento e hidrdlise enzimadtica, foram

utilizados os reagentes quimicos listado na Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Reagentes quimicos utilizados nos experimentos de pré-tratamento e hidrélise

enzimatica.
Reagentes Fabricante Pureza (%)
Acido acético Chemco 99,7
Acido cloridrico Merck 37
Hidréxido de célcio Merck >96
Hidréxido de sédio Nuclear >95
Per6xido de hidrogénio Ecibra 30

Além dos reagentes, as enzimas, previamente analisadas como apresentado nas sec¢des

3.4.4, 3.4.5 e 3.4.6, e os padrdes cromatograficos, apresentados na Tabela 3.1, também foram
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utilizados.

4.2.2. Equipamentos

Nesta etapa, foram utilizados os seguintes equipamentos:
¢ Balanca analitica da marca Bel Engineering com precisao de + 0,001 g;
e Balanca da marca Marte com precisdo de £ 0,01 g;

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) (em inglés HPLC - High Performance
Liquid Chromatographic) da Waters, com amostrador 717 plus, bomba de inje¢ao modelo 515,
detector de indice de refracio modelo 410 e UV/Visivel modelo 2489, com software de

integracao Empower 2;
e Destilador de dgua tipo Pilsen Q341 da marca Quimis;
¢ Estufa de secagem especial modelo MA-035/2 da marca Marconi;

¢ Incubadora refrigerada com agita¢do, modelo MA-832 da marca Marconi com precisdo de +

0,1°C;
e Medidor de pH industrial MPI 2000 da marca MS Tecnopon, com precisdo de 0,01;
e Peneiras circulares

e Sistema para purificacdo de dgua Milli-Q® Ultrapure da marca Millipore.

4.3. Procedimento Experimental

4.3.1. Planejamento Experimental dos Pré-Tratamentos

Visando melhorar a etapa de hidrdlise enzimdtica para a obteng¢do dos actcares
fermentesciveis, planejamentos experimentais foram realizados para o pré-tratamento com
hidréxido de célcio, através do estudo de algumas varidveis do processo e suas interacoes,

objetivando a liberacdo méxima de glicose.
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Para o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino, o estudo do efeito deste
reagente nos diferentes tamanhos de particula foi realizado anteriormente (RABELO, 2007).
Neste estudo anterior, o intuito foi otimizar a etapa de pré-tratamento do bagaco de cana
utilizando como agente o peréxido de hidrogénio alcalino. Como esta tese de doutorado trata-se
de uma continuacdo deste trabalho, visando um maior aprofundamento do estudo e propondo
uma comparacdo entre dois processos de pré-tratamento (hidroxido de célcio e perdxido de
hidrogénio alcalino), alguns pontos relevantes deste trabalho anterior serdo descritos e
apresentados com o intuito de facilitar a compreensao e comparagdo dos resultados. Sendo assim,

maiores informacdes e detalhamentos deverao ser obtidos em RABELO (2007).

Assim, para o pré-tratamento com hidroxido de célcio, iniciaram-se os estudos através
de um planejamento fatorial linear, com andlise de 3 varidveis do processo: tempo reacional (h),

temperatura (°C) e concentragao do reagente (Ca(OH); (g/g biomassa seca)).

4.3.1.1.Reacoes do Pré-Tratamento

Amostras de aproximadamente 4,0 g de bagaco ndo peneirado e peneirado foram
tratadas com 100 mL da solu¢do contendo hidréxido de célcio a uma concentragdo pré-
determinada pelo planejamento. As amostras foram incubadas e mantidas a uma rotacdo de
150 rpm com temperaturas e tempos reacionais pré-determinados pelo planejamento

experimental.

Ao término do pré-tratamento com Ca(OH),, o material resultante (liquido reacional +
biomassa) teve o pH ajustado utilizando uma solu¢do de 4cido cloridrico 5,0 mol/L previamente
padronizada. A quantidade de cal consumida durante o pré-tratamento, em cada uma das
condicdes estudadas, foi determinada através do pH de neutralizacdo. A metodologia para essa

andlise foi descrita no apéndice X.

Este procedimento é normalmente muito lento, sendo necessaria a verificagao do pH por
um periodo minimo de 4 dias. Os sais obtidos na neutralizacio da biomassa ndo afetam as
andlises posteriores, ja que, apds a neutralizagdo, a biomassa foi lavada. O principal objetivo

deste procedimento foi neutralizar a amostra e deixd-la pronta para os procedimentos analiticos e
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z

hidrélise enzimdtica. Esta etapa é muito importante, uma vez que os fons Ca’ recobrem o
material, proporcionando um aumento da massa, levando assim a erros de quantificacdo. Além
disso, a presenca dos fons pode ocasionar problemas no ajuste do pH para a etapa de hidrdlise

enzimatica.

Ap6s a neutralizacdo e lavagem do material, este foi seco em estufa a temperatura de

105°C, pesado e armazenado em pote pléstico para utilizag@o posterior na hidrélise enzimaética.

Segundo GOULD (1985), a secagem da biomassa a 105°C, apds o pré-tratamento com
H,0; alcalino, ndo influencia muito no processo de absor¢do de dgua pela biomassa durante a
etapa de hidrélise, se comparada com uma biomassa seca a temperatura ambiente. Ou seja, a alta
temperatura ndo modifica as estruturas do residuo pré-tratado, o que poderia ocasionar a

dificuldade de absor¢ao de dgua pelo mesmo.

Além disso, estudos realizados por HOUGHTON et al. (2009) mostraram a nao
interferéncia da temperatura de secagem na andlise da composi¢do quimica da palha de trigo e
milho. Visando determinar estatisticamente a temperatura correta de secagem sem afetar
negativamente a qualidade desta anédlise, os autores mostraram, com confianga de 95%, que nao

ha diferenca significativa na liberagcao dos agticares quando a biomassa foi seca a temperaturas de

até 100°C.

Logo, a secagem da biomassa foi efetuada a 105°C, sem que houvesse ocorréncia de

eventuais problemas na etapa hidrélise e andlise da composi¢do quimica.

4.3.2. Hidroélise do Bagaco Pré-Tratado

A eficacia de um pré-tratamento é relatada, frequentemente, em termos de rendimento
glicosidico, e nao apenas em termos da composi¢cdo quimica e das caracteristicas fisicas da

biomassa ap6s o pré-tratamento.

Assim, para verificacdo das melhores condigdes de pré-tratamento e tamanho de

particula, hidrdlises foram realizadas para cada uma das amostras, nas condicdes 6timas de

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo 118



Capitulo 4: Estudo e Comparacio dos Pré-Tratamentos sobre Diferentes Tamanhos de Particula

temperatura € pH da enzima, com a finalidade de quantificar os acucares liberados durante esta

etapa.

Apés a secagem do residuo resultante do pré-tratamento do bagaco nao peneirado e
peneirado, a hidrdlise enzimadtica foi realizada, para cada um dos ensaios, utilizando uma
concentracdo de 1% (m/v) de sélidos. O pH das amostras foi ajustado para 4,8 (pH 6timo) e os
erlenmeyers foram fechados e encubados em um shaker a 100 rpm. A temperatura utilizada

durante a hidrélise foi de 50°C, anteriormente determinada como G6tima para a enzima.

Para investigar as condi¢des de pré-tratamento e verificar quais varidveis do processo
influenciam a etapa de pré-tratamento, amostras do liquido reacional de hidrdlise
(aproximadamente 2 mL) foram coletadas em periodos de tempo pré-determinado, isto é, O, 1, 3,
6, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 h, e, entdo, fervidas por 15 minutos, em tubos identificados, para

inativacao das enzimas.

Visando apenas a avaliagdo dos pré-tratamentos e ndo uma méixima produgdo de glicose,
optou-se por trabalhar nesta etapa de hidrélise com uma baixa carga enzimdtica, sendo de
3,50 FPU/g de biomassa seca para a enzima celulase e 1,00 CBU/g de biomassa seca para a

enzima B-glicosidase.

Ao final das 72 h de hidrdlise e coleta do liquido reacional neste tempo, os residuos
restantes foram transferidos para uma peneira de 150 mesh e lavados em &4gua corrente para
remocao do acgucar residual (aproximadamente 200 mL dgua). As amostras foram secas a 105°C,

pesadas e armazenadas.

4.3.2.1. Quantificacao dos Carboidratos no Hidrolisado

Os carboidratos liberados apds a hidrélise enzimdtica foram quantificados por CLAE,
como descrito no procedimento padrdo do apéndice V, itens 6 e 7. Apés a quantificacdo dos
acucares, tragou-se o perfil da hidrélise em cada ensaio, onde a concentracdo dos acucares

liberados no meio reacional foi analisada em fun¢ao do tempo de hidrélise.
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4.3.3. Analise dos Resultados de Pré-Tratamento e Hidrolise Enzimatica

Ap6s a andlise dos perfis de hidrdlise para cada ensaio, foram determinados os pontos de
estabilizacdo para cada reacdo, ou seja, pontos onde as concentracdes dos carboidratos liberados

no meio reacional permaneceram praticamente inalteradas em relagdo ao tempo.

Estes valores foram entdo utilizados para andlise, juntamente com os dados do
planejamento experimental fatorial dos pré-tratamentos, visando a maximizacdo da liberacdo de
glicose para o pré-tratamento com hidréxido de cdlcio. Nesta etapa foi utilizando o programa

computacional STATISTICA 7 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK).

4.3.3.1.Calculo de Rendimentos do Pré-tratamento, Hidroélise e Global

Os rendimentos da etapa de pré-tratamento, hidrdlise e global foram calculados baseados
na definicdo apresentada na Figura 4.1, utilizando o conceito e equacdes descritas no apéndice

XI.

Rendimento global

A
E Rendimento do pré-tratamento Rendimento da hidrélise i
1 I 1
| i P i
1 1 1 1 1
: : P :
P | i
1 1
A 4 A4 Pré-tratamento Hidrolise Y
Glicose Acucares

ou
xilose

Biomassa
pré-tratada

Frag&o liquida Outros componentes +
fracdo solida restante

Figura 4.1: Diagrama esquematico para o cédlculo dos rendimentos de pré-tratamento, hidrélise e

global.
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O rendimento de cada etapa foi calculado apds a determinagcd@o da composi¢do quimica
do material, antes e apds a etapa de pré-tratamento (rendimento do pré-tratamento), € a
quantificacdo dos acucares presentes no meio reacional apds a hidrélise enzimética (rendimento

da hidrdlise). As metodologias para essas andlises foram descritas no apéndice IV e V.

Para o rendimento da etapa de hidrdlise da celulose, optou-se por considerar apenas o
acucar fermentescivel glicose como produto, excluindo assim deste cédlculo a celobiose. No
calculo do rendimento global foi levado em consideragdo o efeito combinado das duas etapas,

pré-tratamento e hidrolise.

Para avaliar a etapa de pré-tratamento optou-se também pela execucdo da etapa de
hidrdlise, acreditando que ndo apenas a composi¢do quimica do material € importante para a
liberacdo dos agucares fermentesciveis, mas também efeitos como a cristalinidade, porosidade,
area superficial, etc. Assim, o rendimento global foi utilizado para avaliar a etapa de pré-

tratamento.

4.4. Resultados e Discussoes

4.4.1. Planejamento Fatorial 2° do Pré-Tratamento com Hidréxido de Calcio

Para o hidréxido de célcio, iniciou-se um planejamento fatorial linear com trés
repeticoes no ponto central, onde foram estudadas 3 varidveis do processo: tempo reacional,
temperatura e concentragdo de Ca(OH),. Os valores decodificados e codificados dos niveis para
cada uma das varidveis foram baseados em dados da literatura e encontram-se dispostos na

Tabela 4.2.
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Tabela 4.2: Matriz de planejamento 2% com trés pontos centrais para o pré-tratamento com

hidréxido de calcio.

Concentracao de Cal

Ensaio Substrato Tempo (h) Temperatura (°C) (e/g biomassa seca)
1 BNP e BP 20 -1 60 1 0,25 n
2 BNP e BP 54 1) 60 n 0,25 n
3 BNP ¢ BP 20 1 80 +1) 0,25 n
4 BNP ¢ BP 54 1) 80 +1 0,25 n
5 BNP ¢ BP 20 1 60 n 0,55 +n
6 BNP e BP 54 (+1) 60 1 0,55 +1
7 BNP e BP 20 ¢n 80 +1) 0,55 +1
8 BNP e BP 54 1) 80 (+1) 0,55 +n
9 BNP e BP 37 ) 70 0 0,40 )
10 BNP e BP 37 ) 70 (0) 0,40 (0
11 BNP e BP 37 ) 70 (0) 0,40 (0

4.4.1.1. Neutralizacao da Cal

Durante a etapa de pré-tratamento, a cal foi adicionada segundo quantidades

estabelecidas pelo planejamento estatistico, como mostra a Tabela 4.2.

A Figura 4.2 mostra a porcentagem de cal consumida apds a etapa de pré-tratamento,

quantificada através da determinacdo da massa de cal restante no meio reacional segundo a

metodologia descrita no apéndice X.
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Figura 4.2: Porcentagem da massa de cal consumida apds pré-tratamento do bagaco nado

peneirado (BNP) e peneirado (BP).

Analisando a Figura 4.2 observa-se que, para os ensaios de 1 a 4, onde uma menor
concentracdo da cal foi adicionada, a maior porcentagem de cal consumida foi observada para o
ensaio 4, trabalhando com altos tempos e temperaturas, sendo que 50,0% da cal inicial adicionada

foi consumida para o bagaco nao peneirado e 44,8% para o bagaco peneirado.

Os ensaios de 5 a 8, onde maiores concentragdes de cal foram adicionadas, observa-se
que a menor porcentagem consumida ocorreu no ensaio 6, para o bagaco ndo peneirado, sendo o
pré-tratamento realizado na menor temperatura estudada e maior tempo. Para o bagaco peneirado,
a menor porcentagem de cal consumida foi observada no ensaio 5, trabalhando com menor tempo
de reacdo e temperatura. A porcentagem consumida foi de 17,5% para o bagaco nio peneirado e

17,9% para o bagacgo peneirado.

Segundo RAMIREZ (2005), o consumo da cal em reagdes de pré-tratamento estd

diretamente relacionado com um grau de deslignificacdo da biomassa.
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4.4.1.1.1. Analise Estatistica da Porcentagem de Cal Consumida

Para verificar a relagdo entre a porcentagem de cal consumida durante a etapa de pré-
tratamento e as demais varidveis do processo (tempo, temperatura, concentragdo de cal), foram
realizadas anélises estatisticas utilizando o software STATISTICA 7.0. A Figura 4.2 apresenta os
valores da porcentagem de cal consumida apds cada um dos pré-tratamentos utilizando o bagago

nao peneirado e peneirado.

A andlise dos efeitos principais e de interagdo das varidveis foi realizada considerando o
erro puro. Para dizer se a varidvel € significativa ou ndo, foram utilizados os parametros
estatisticos t e p. O nivel de confianga para essas andlises foi de 95,0%, o que corresponde a um
valor de p < 0,05. O valor de t mostra o quao grande € o valor do efeito em relagao ao seu desvio

padrao.

e Analise Estatistica da Porcentagem de Cal Consumida para o Bagaco Nao

Peneirado

A andlise dos efeitos principais e das intera¢des das varidveis para a porcentagem de cal
consumida apds cada um dos ensaios, utilizando o bagaco nao peneirado, pode ser vista na

Tabela 4.3.

Analisando a Tabela 4.3 podemos perceber que apenas o efeito das interacdes
temperatura/concentragdo de cal (2*3) e tempo/temperatura/concentracao de cal (1¥2*3) ndo se
mostraram estatisticamente significativos a 95% de confianga. Logo, estes efeitos e interacdes

foram eliminados do modelo e considerados erros aleatérios experimentais.
A analise da varidncia (ANOVA) € mostrada na Tabela 4.4.

Para que um modelo seja considerado estatisticamente significativo e possa ser utilizado
para fins preditivos, o valor de F calculado para verificar a significancia da regressao deve ser
maior do que o tabelado. Em contrapartida, o teste F calculado para verificar a falta de ajuste do
modelo deve apresentar um valor menor que o valor tabelado. Se essas duas condi¢des forem

satisfeitas, o modelo é considerado bom.
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Tabela 4.3: Coeficientes de regressdo para a porcentagem de cal consumida apds pré-tratamento

do bagago ndo peneirado.

Coeficiente de

Regressio Erro padrao t(2) p

Média 27,3 0,378 72,9 *0,0002
Tempo (h) 2,59 0,444 5,83 *0,0282
Temperatura (°C) 3,66 0,444 8,25 *0,0144
Conc. de cal (g/g) -7,79 0,444 -17,6 *0,0032
1%2 2,86 0,444 6,42 *(,0234
1*3 -1,95 0,444 4,41 *(),0479
2%3 -1,34 0,444 -3.03 0,0939
1%2%3 -0,952 0,444 2.15 0,165

* Valores estatisticamente significativos a 95% de confianca (p < 0,05)

Tabela 4.4: Andlise da varidancia (ANOVA) para a porcentagem de cal consumida apds pré-

tratamento do bagaco ndo peneirado.

Soma Graus de Média

Fonte de Variacao Quadratica  Liberdade Quadratica Teste I

Regressao (R) 741,75 5 148,35 8,03

Residuos (r) 92,37 5 18,47 18,917

Falta de ajuste (faj) 89,23 3 29,74

Erro puro (ep) 3,15 2 1,57

Total (T) 834,12 10

% de variacao

explicada (R?) 88,93

% maxima de
varia¢do explicdvel 99,62

1: Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*F(tab.)s s = 5,05 no nivel de 95% para a regressao

*F(tab.);, = 19,16 no nivel de 95% para a falta de ajuste

*Valores calculados pelo software STATISTICA 7.0.
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De acordo com a andlise de varidncia (ANOVA) da Tabela 4.4 observa-se que o valor
do teste F calculado de 8,03 € superior ao tabelado (F(tab.)5,5 = 5,05). O modelo ndo apresenta
evidéncia de falta de ajuste pois o valor de F calculado € 18,91, menor que o valor tabelado
(F(tab.)3,2 = 19,16). Assim, o modelo obtido € estatisticamente significativo para a porcentagem

de cal consumida.

A porcentagem de cal consumida durante o pré-tratamento do bagaco ndo peneirado
pode ser descrita pela Equacdo 4.1. Os valores de tempo (t), temperatura (T) e concentragdo de

cal (C) sao apresentados na equacdo com seus valores codificados.

% Ca(OH), .0 pup=27,33+2,585t+3,659T-7,793C+2,856(T—1,953(C 41

As superficies de resposta, considerando apenas os efeitos significativos, sdo

apresentadas na Figura 4.3.

Pode-se observar analisando a Figura 4.3 que a maior porcentagem de cal consumida se

da quando se trabalha com altos tempos e temperaturas.
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Figura 4.3: Superficie de resposta para a porcentagem de cal consumida para o BNP em func¢ado

do tempo e da temperatura mantendo a concentragdo de cal no ponto minimo (a) no ponto central
(b) e no ponto méaximo (c).

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo 127



Capitulo 4: Estudo e Comparacio dos Pré-Tratamentos sobre Diferentes Tamanhos de Particula

¢ Analise Estatistica da Porcentagem de Cal Consumida para o Bagaco

Peneirado

A Tabela 4.5 apresenta a andlise dos efeitos principais e das intera¢des das varidveis

para a porcentagem de cal consumida apés cada um dos ensaios, utilizando o bagaco peneirado.

Tabela 4.5: Coeficientes de regressdo para a porcentagem de cal consumida apds pré-tratamento

do bagago peneirado.

Coeficiente de

Regressio Erro padrao t(2) p
Média 27,7 0,307 90,0 *#0,0001
Tempo (h) 3,17 0,360 8,80 *0,0127
Temperatura (°C) 1,55 0,360 4,31 *#0,0500
Conc. de cal (g/g) -8,32 0,360 23,1 *0,0019
1%2 0,895 0,360 2,49 0,131
1*3 -0,297 0,360 -0,825 0,496
2*3 -0,807 0,360 2,24 0,154
1%2%3 -0,444 0,360 -1,23 0,343

* Valores estatisticamente significativos a 95% de confianca (p < 0,05)

Pode-se observar analisando a Tabela 4.5 que apenas os efeitos principais sdo
estatisticamente significativos a 95% de confianga. Todos os efeitos de interacdo das varidveis
ndo apresentaram significancia sendo assim eliminados do modelo e considerados como erros

aleatdrios experimentais.

A analise da varidncia (ANOVA) é mostrada na Tabela 4.6
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Tabela 4.6: Andlise da variancia (ANOVA) para a porcentagem de cal consumida apds pré-

tratamento do bagaco peneirado.

Fonte de Variacao Soma Graus de Média Teste F
Quadratica Liberdade Quadratica
Regressio (R) 652,84 3 217,61 15,04
Residuos (1) 101,29 7 14,47 19,142

Falta de ajuste (faj) 99,22 5 19,84

Erro puro (ep) 2,07 2 1,04

Total (T) 754,13 10

% de variacao

explicada (R?) 86,57

% maxima de
varia¢do explicdvel 99,73

1: Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*F(tab.)3 7 = 4,34 no nivel de 95% para a regressao

*F(tab.)s» = 19,30 no nivel de 95% para a falta de ajuste

*Valores calculados pelo software STATISTICA 7.0.

De acordo com a andlise de varidncia (ANOVA) da Tabela 4.6 observa-se que o valor
do teste F calculado de 15,04 € superior ao tabelado (F(tab.);; = 4,34). O modelo ndo apresenta
evidéncia de falta de ajuste, pois o valor de F calculado € 19,14, menor que o valor tabelado
(F(tab.)s» = 19,30). Assim, o modelo obtido € estatisticamente significativo para a porcentagem

de cal consumida no pré-tratamento do bagaco peneirado.

A porcentagem de cal consumida pelo bagaco peneirado durante o pré-tratamento pode

ser descrita através da Equacgdo codificada 4.2.

% Ca(OH)y oomiae 5p=27:65+3,168t+1,550T -8,317C 42
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A Figura 4.4 apresenta as superficies de resposta, considerando apenas os efeitos

-tratamento do bagacgo peneirado.
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€ no ponto maximo (c).
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Analisando a Figura 4.4 observa-se que a maior porcentagem de cal consumida ocorre
quando se trabalha com maiores tempos e temperaturas, sendo o mesmo aspecto observado do
bagaco ndo peneirado (Figura 4.3). Observa-se também que a varidvel tempo apresenta uma
maior influéncia se comparada com a temperatura, ji que se observam maiores porcentagens de
cal consumida trabalhando em uma ampla faixa de temperatura desde que se trabalhe com

tempos longos.

4.4.1.2. Hidrolise e Quantificacdo dos Acudcares para o Bagaco Pré-Tratado
com Ca(OH),

Ap6s o pré-tratamento, segundo as condi¢des descritas na Tabela 4.2, o material pré-
tratado foi submetido a hidrdlise enzimdtica para liberacdo e quantificacdo dos agucares. As

condic¢des reacionais e metodologia da hidrélise estdo descritas na secdo 4.3.2.1.

A Figura 4.5 mostra a porcentagem de massa solubilizada apds o pré-tratamento de 4,0 g
de bagaco ndo peneirado (BNP) e peneirado (BP), e apds a hidrdlise enzimética de 1,0 g de
bagaco pré-tratado em cada uma das condicdes operacionais determinadas pelo planejamento

estatistico.

Analisando a Figura 4.5, nota-se que houve uma solubilizaciao de 24 a 37% da biomassa
na etapa de pré-tratamento e que 41 a 62% da biomassa foi hidrolisada. Observa-se, em todos os
casos, uma perda de massa e hidrélise mais acentuada para o bagaco peneirado. Isso se deve ao
fato deste material apresentar uma maior drea superficial, possibilitando maior interacao

biomassa-reagente.

A baixa perda de massa na etapa de pré-tratamento pode ser explicada pelo fato do pré-
tratamento com hidréxido de cdlcio apresentar um menor efeito na remoc¢do da hemicelulose se
comparado com outros pré-tratamentos (MOSIER et al., 2005). O pré-tratamento com hidréxido
de célcio apresenta um alto efeito na acessibilidade da drea superficial do substrato, além de

alterar a estrutura e remover a lignina.
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Figura 4.5: Massa de bagaco ndo peneirado (BNP) e peneirado (BP), solubilizada apds o pré-
tratamento de 4,0 g de bagago e apds a hidrélise enzimética de 1,0 g de bagacgo pré-tratado com

hidroxido de calcio.

Ainda na Figura 4.5 observa-se que as maiores perdas de massa durante a etapa de pré-
tratamento e maior massa hidrolisada, para os dois bagacos, foram observadas nos ensaios 4 e 8,
ambos com altos tempos e temperaturas de pré-tratamento, variando apenas a concentragdo de

cal.

A Figura 4.6 apresenta os perfis de hidrdlise para todos os ensaios € para uma amostra
de bagaco ndo peneirado e peneirado sem pré-tratamento, com o intuito de avaliar a real
importancia desta etapa na liberacdo dos acticares fermentesciveis. Em todos os ensaios foram
analisadas as concentracdes de aguicares (glicose, xilose, arabinose, manose e celobiose) liberadas

em funcdo do tempo de hidrélise.

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo 132



Capitulo 4: Estudo e Comparacio dos Pré-Tratamentos sobre Diferentes Tamanhos de Particula

0,5

Ensaio 1 0.5 7 Ensaio 2
20 h, 60°C, 0,25 g/g biomassa 54 h, 60°C, 0,25 g/g biomassa
8 041 8 04
© O © O
% z +Glicose BNP  -® Glicose BP % § -#Glicose BNP = Glicose BP
ﬁ 5 03 Xilose BNP Xilose BP ﬁ 5 031 Xilose BNP Xilose BP
82 # Celobiose BNP - Celobiose BP 82 * Celobiose BNP @ Celobiose BP
8 2 2 ﬁ
% £ 021 g € 02 . —
£6 g B—8——a £5 O
c2 e 2
82 o1 82 011
o
0,0 ————&- o e 0.0 ‘ -~ & . —
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 20 40 60 80
Tempo (h) Tempo (h)
(a) (b)
0,5 ) 05 - )
Ensaio 3 Ensaio 4
] . .
o7 20 h, 80°C, 0,25 g/g biomassa 54 h, 80°C, 0,25 g/g biomassa
88 04 o _ 04 -
e 25
O © © O
; g -#-Glicose BNP B Glicose BP % 3 #-Glicose BNP B Glicose BP
" N ©
s 031 Xilose BNP Xilose BP <3503 Xilose BNP Xilose BP
'§ 2 “-Celobiose BNP  -®-Celobiose BP 3 g *-Celobiose BNP @ Celobiose BP
£§5 g4
$5 021 Se
o =0
£9
82 g3
01 1 53
' o
"
0,0 - o o &
0 20 40 60 80
Tempo (h) Tempo (h)
(©) (d)
0,5 1 0.5 -
Ensaio 5 Ensaio 6
» | 20 h, 60°C, 0,55 g/g biomassa 54 h, 60°C, 0,55 g/g biomassa
@_ 04 o 041
58 g3 °
(ST
e --Glicose BNP - Glicose BP % 2 -*-Glicose BNP  # Glicose BP
zg 0.3 1 Xilose BNP Xilose BP <35 03 Xilose BNP Xilose BP
o83 “-Celobiose BNP -®-Celobiose BP S9 “*Celobiose BNP -®-Celobiose BP
@ 9 o
EE 0,2 B B %é 0,2
] m—— & L —a £5
8 .g’ ) . P — & &> § .g -
€5 — -
S 3C] i p S3 J ) =
UAY
0,0 — 0,0 - *— * * -
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Tempo (h) Tempo (h)
(e) ®

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo



Capitulo 4: Estudo e Comparacio dos Pré-Tratamentos sobre Diferentes Tamanhos de Particula

0,5 1 . 0,5 1 .
Ensaio 7 Ensaio 8
° 20 h 80 °C 0,55 g/g biomassa ” 54 h, 80°C, 0,55 g/g biomassa
2w 04 T 04
83 88
E’, . -+-Glicose BNP = Glicose BP 32 --Glicose BNP ‘# Glicose BP
5 " y < =
82 03 Xilose BNP Xilose BP 22 03 Xilose BNP Xilose BP
'g ﬁ —¥-Celobiose BNP  -®-Celobiose BP -g p SCelobiose BNP  -8-Celobiose BP
Q@ w 9@
] @
£E 02 w1 SE 0,2 -
1= W =
R oo
oo — Co
c = - c
82 o1 . 82011
: 5 W
0,0 m o——o0 ° e 0,0
0 20 40 60 80 0
Tempo (h) Tempo (h)
(2) (h)
05 1 . 05 - ) )
Ensaios 9, 10 e 11 Ensaios 9, 10 e 11 (Xilose)
36h, 70°C, 0,4 g/g biomassa 36h, 70°C, 0,4 g/g biomassa
om 047 = 04
g ae
8o +9BNP  ®10BNP S
5% 5] HBNP - 9BP 8 05 +9BNP  -®10BNP
Ta #10BP  ®11BP o8 1BNP  —9BP
83 s 3 *10BP @11 BP
i} Sa
£E £E
82 ]
o35 23
5o oD
o2 O3
0 10 20 30 40 50 60 80 80
Tempo (h) Tempo (h)
(@) ()
0,5 0.5 1
Ensaios 9, 10 e 11 (Qelob|ose) Sem pré-tratamento
o 04 36h, 70°C, 0,4 g/g biomassa 9_ 04
38 58
88 $3
° o i .
3E 03 ©9BNP  ®10BNP < % 03 | --Glicose BNP  -® Glicose BP
8s 11BNP < 9BP g3 Xilose BNP Xilose BP
Y *10BP  -®11BP g8
o © 4 o s 0.2 -
gg 02 ge O
€9 =
@ Qa @
£2 =y
32 o1 82 o1
0,0&MI — = - - 00 rem—u—— m —B B _—— ‘
0 20 40 60 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h) Tempo (h)

(k)

)

Figura 4.6: Perfis de hidrdlise para os ensaios do planejamento estatistico linear para o pré-

tratamento com hidréxido de calcio.
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Ao analisarmos a Figura 4.6 (a-k) observam-se baixas concentragdes de glicose e xilose
liberadas. Sabe-se que a celulose resulta apenas na liberacdo de glicose, sendo assim, parte da
hemicelulose também foi hidrolisada pelo complexo celulolitico. Comprova-se, mais uma vez,
que o pré-tratamento com cal remove pouca hemicelulose, j4 que hd uma considerdvel

concentracdo de xilose liberada se comparada com a concentragdo de glicose.

Nota-se que, na maioria dos ensaios, hd maiores concentracdes de glicose e xilose
liberadas para o bagaco peneirado que para o bagaco ndo peneirado. Ressalta-se que esta

diferenca entre os rendimentos € minima, menos de 5% para cada um dos agucares.

Em relacdo a celobiose, as Figura 4.6 (a-h, k) mostram um acimulo deste carboidrato no
inicio da hidrélise, sendo este hidrolisado ao longo do tempo e ndo havendo, assim, acimulo no

reator.

Na Figura 4.6 (1) observa-se que a quantidade de glicose liberada apds hidrélise dos
bagacos ndo peneirado e peneirado sem pré-tratamento € bem baixa, sendo obtidas 0,008 g/g
biomassa bruta e 0,012 g/g biomassa bruta, respectivamente, tendo sido apenas 21% da massa do

BNP hidrolisada contra 23% para o BP.

Observa-se uma pequena liberacdo de xilose, indicando que o complexo celulolitico
comercial utilizado nos experimentos apresenta enzimas capazes de hidrolisar as cadeias de
hemicelulose. Estando essas cadeias mais expostas ao ataque enzimdtico, em comparagao com as
cadeias de celulose, a hemicelulose € praticamente a Unica fragdo hidrolisada no bagaco sem pré-

tratamento.

Segundo estudos realizados por JUHASZ et al. (2005), a enzima comercial Celluclast
apresenta atividade de xilanase, mananase e -glicosidade menor que as enzimas nao comerciais.
Em contrapartida, a atividade da acetil xilana esterase € alta se comparada com enzimas ndo-
comerciais. Assim, o complexo € passivel de hidrolisar hemiceluloses, principalmente polimeros

de arabino-xilanas do bagaco.
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4.4.1.2.1. Determinacao dos Efeitos Principais e de Interacao das Variaveis

Ap6s a andlise dos perfis de hidrélise para cada um dos ensaios, as concentracdes dos
acucares liberadas no meio reacional foram utilizadas como resposta para a andlise estatistica.
Para isso, foi utilizado o valor onde a concentracdo dos agucares liberados no meio reacional

permaneceu praticamente constante.

Vale ressaltar que esses pontos de término da reagdo ocorreram em tempos diferentes
para cada um dos ensaios, ficando o maximo de rendimento em um intervalo entre 36 e 60 h de

hidrélise.

A Tabela 4.7 mostra a concentragdo dos acucares liberados em cada combinagdo de
niveis, sendo os ensaios 9, 10 e 11 repeticdes no ponto central. Sio marcados em negrito os
melhores resultados obtidos. Os resultados foram expressos em grama de agucar por grama de

biomassa bruta seca (rendimento global).

Os valores relacionados a celobiose ndo foram apresentados na Tabela 4.7, visto que nao
houve actimulo do carboidrato no meio reacional. Sabe-se que a levedura Saccharomyces
cerevisae consegue metabolizar facilmente as hexoses (glicose), mas ndo tem capacidade de
metabolizar as pentoses (xilose e arabinose) presentes nos hidrolisados lignocelul6sicos. Como o
objetivo principal € a producgdo de etanol a partir da fermentacao dos acticares utilizando para isso
a levedura Saccharomyces cerevisae, a andlise estatistica foi realizada apenas para a glicose, visto

que esse € o unico acgucar fermentescivel quantificado nessas andlises iniciais.
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Tabela 4.7: Matriz de planejamento com os resultados da concentracdo dos agucares liberados

em cada um dos ensaios do pré-tratamento com hidréxido de célcio.

Ensaios Tempo Temperatura Concentracio  Glicose Glicose Xilose Xilose
(h) (O decal (g/g) BNP(g/g) BP(g/zg) BNP(g/g) BP(g/g)
1 20 60 0,25 0,155 0,183 0,118 0,118
2 54 60 0,25 0,186 0,203 0,149 0,139
3 20 80 0,25 0,182 0,192 0,100 0,118
4 54 80 0,25 0,202 0,206 0,189 0,160
5 20 60 0,55 0,143 0,179 0,103 0,142
6 54 60 0,55 0,179 0,202 0,152 0,132
7 20 80 0,55 0,174 0,211 0,158 0,140
8 54 80 0,55 0,193 0,196 0,166 0,158
9 37 70 0,40 0,189 0,199 0,145 0,157
10 37 70 0,40 0,183 0,206 0,141 0,147
11 37 70 0,40 0,186 0,203 0,150 0,146

A andlise dos efeitos principais e de intera¢ao das varidveis foi realizada considerando o
erro puro através do software STATISTICA 7.0. O nivel de confianca para essas andlises foi de

90,0%, valor determinado em trabalhos anteriores como adequado.

4.4.1.2.1.1. Analise da Concentracao de Glicose — Bagaco Nao Peneirado

A anélise dos efeitos principais e das interagdes das varidveis para a concentracido de

glicose liberada ap6s hidrélise enzimatica do bagaco ndo peneirado pode ser vista na Tabela 4.8.

Analisando a Tabela 4.8 podemos perceber que apenas as interagdes tempo/concentracao
de cal (1*3), temperatura/concentragao de cal (2*3) e tempo/temperatura/concentracao de cal
(1*2*3) apresentam valores de p maiores que 0,1, sendo assim, ndo sdo considerados

estatisticamente significativos a 90% de confianca.

Nota-se que o efeito do tempo apresenta o maior coeficiente de regressao, seguido pelo
efeito da temperatura. O menor efeito principal € o da concentragdo de cal, sendo este negativo. A

principio, sugere-se que aumentando o tempo € a temperatura durante a etapa de pré-tratamento e
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diminuindo a concentracao de cal, consegue-se obter maiores rendimentos de glicose apds a etapa
de hidrdlise enzimadtica. Isso é confirmado pelo ensaio 4 da Tabela 4.7, onde se trabalha com as
condi¢cdes de maiores tempos e temperatura € menor concentragdo de cal e obtém-se a maior

liberacdo de glicose.

Tabela 4.8: Coeficientes de regressdo para a concentracdo de glicose liberada apds hidrolise

enzimatica do bagago ndo peneirado pré-tratado com hidréxido de calcio.

Coeficiente de Regressao  Erro padrao t(2) p

Média 0,179 0,0011 156,2 *0,00004
Tempo (h) 0,0133 0,0011 11,7 *0,00720
Temperatura (°C) 0,0109 0,0011 9,64 *0,0106
Conc. de cal (g/g) -0,0045 0,0011 -3,94 *0,0587
1#2 -0,0035 0,0011 -3,10 *0,0900
1*3 0,0005 0,0011 0,453 0,695
2*3 0,0001 0,0011 0,0994 0,930
1#2*3 -0,0010 0,0011 -0,851 0,485

* Valores estatisticamente significativos a 90% de confianca (p < 0,10)

Observa-se ainda que a segunda maior liberacao de glicose € obtida para o ensaio 8
(Tabela 4.7), no qual as condi¢des sao maiores tempos, temperatura e concentragdo de cal. Nota-
se entdo que a concentracdo de cal apresenta uma baixa influéncia, se comparada com as outras
varidveis, em relagdo ao rendimento da glicose. Observa-se também, analisando a Tabela 4.8, que
nenhuma das interacdes das varidveis estudadas com a concentragdo de cal sdo estatisticamente
significativas a 90% de confianga, mostrando mais uma vez a sua baixa influéncia na eficiéncia

da etapa de pré-tratamento.

Para determinar se o modelo € estatisticamente significativo é necessdrio realizar uma

analise da variancia (ANOVA), como mostra a Tabela 4.9.

Analisando a Tabela 4.9 pode-se perceber que o valor do teste F calculado foi maior que
o valor tabelado (F(cal.)s¢ = 18,53 e F(tab.)s¢ = 3,18), concluindo-se que a equacdo do modelo

linear que descreve a concentracdo de glicose liberada apds a hidrdlise enzimatica do bagaco nao
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peneirado € significativa a 90% de confianca. O modelo estudado ndo apresentou evidéncias de
falta de ajuste, pois o teste F calculado apresentou um valor de 4,67, que é menor que o valor

tabelado (F(tab.)s, = 9,24).

Tabela 4.9: Andlise da variancia (ANOVA) para o ajuste do modelo aos dados do planejamento
fatorial 2°, para andlise da concentracdo de glicose do bagaco ndo peneirado pré-tratado com

hidréxido de calcio.

Fonte de Variacao Soma Graus de Média Teste F
Quadratica  Liberdade Quadratica
Regressao (R) 0,00261 4 0,000654 18,53
Residuos () 0,000212 6 0,000035 4,67

Falta de ajuste (faj) 0,000191 4 0,000048

Erro puro (ep) 0,000020 2 0,000010

Total (T) 0,00283 10

% de variacao

explicada (Rz) 92,51

% maxima de
varia¢do explicdvel 99,28

1: Teste F calculado para verificar a significincia estatistica da regressao
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*F(tab.)s6 = 3,18 no nivel de 90% para a regressao

*F(tab.)s2 = 9,24 no nivel de 90% para a falta de ajuste

*Valores calculados pelo software STATISTICA 7.0.

Assim o modelo que descreve a concentragdo de glicose liberada durante a hidrélise do
bagaco ndo peneirado € estatisticamente significativo, pois atende aos requisitos dos testes F, e
pode ser utilizado para fins preditivos. Vale ressaltar que apesar do modelo linear descrever os
resultados, a andlise estatistica mostrou que um modelo quadratico descreveria melhor os
resultados, apds efetuar o teste de curvatura do modelo. Assim, um modelo quadrético devera ser

utilizado para a otimizacao do pré-tratamento com cal.
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Com os valores dos coeficientes de regressdo estatisticamente significativos pode-se
estimar a Equacgdo 4.3, que representa o modelo linear. Os valores de tempo (t), temperatura (T) e

concentracdo de cal (C) sdo apresentados na equacao com seus valores codificados.

C glicose liberada BNP (g/g biomassa bruta seca)=0,1792 + 0,0133t + 0,0109T - 0,0045C -

—0,0035(T 4.3

As superficies de resposta podem ser visualizadas nas Figuras 4.7, 4.8 e 4.9.

¢ Superficie de Resposta para o Bagaco Nao Peneirado — Concentracao de Cal

A Figura 4.7 mostra a superficie de resposta para a concentracdo de glicose liberada
apo6s hidrélise do bagaco ndo peneirado em funcdo do tempo e da temperatura. Nesta andlise

variou-se a concentracao de cal nos pontos estudados no planejamento.

Ao analisarmos as superficies de resposta da Figura 4.7 podemos perceber que os
maiores rendimentos de glicose sdo obtidos quando se trabalha com altos tempos e temperatura.
Observa-se também que com o aumento da concentracdo de cal (a-b-c), hd uma pequena

diminui¢do da concentragdo de glicose liberada pela hidrélise enzimatica.

Assim, os resultados sugerem que para encontrarmos o 6timo global deveriamos realizar
novos experimentos com maiores tempos e temperaturas de pré-tratamento e menores

concentragdes de cal.

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo 140



Capitulo 4: Estudo e Comparacio dos Pré-Tratamentos sobre Diferentes Tamanhos de Particula

GIEY AT
TS g\;\;{l\ PRI,
s NS

oS\

5
BES TR, ST,
s QNG TG GRDBININOD

(0

Figura 4.7: Superficie de resposta para a concentragdo de glicose liberada ap6s hidrélise do BNP

em funcdo do tempo e da temperatura mantendo a concentra¢do de cal no ponto minimo (a) no
ponto central (b) e no ponto maximo (c).
¢ Superficie de Resposta para o Bagaco Nao Peneirado — Temperatura

Quando a temperatura é variada durante a andlise estatistica, a superficie de resposta
pode ser analisada através da Figura 4.8.
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Figura 4.8: Superficie de resposta para a concentragdo de glicose liberada ap6s hidrélise do BNP

em funcdo do tempo e da concentracdo de cal mantendo a temperatura no ponto minimo (a) no
ponto central (b) e no ponto méximo (c).

Na Figura 4.8 observa-se que com o aumento da temperatura (a-b-c), ha um aumento da

concentracdo de glicose liberada apds a hidrélise enzimdtica do bagaco nio peneirado pré-

tratado. Nota-se que podem ser obtidos altos rendimentos em uma ampla faixa de concentragcdo
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de cal quando se trabalha com altos tempos. Isso pode ser observado na Tabela 4.7, onde os dois
maiores rendimentos foram obtidos para o ensaio 4 (54 h, 80°C, 0,25 g/g) e para o ensaio 8 (54 h,

80°C, 0,55 g/g). No entanto, os maiores valores sdo para baixas concentracdes de cal.

¢ Superficie de Resposta para o Bagaco Nao Peneirado — Tempo

Quando a varidvel tempo € analisada através do software STATISTICA, pode-se notar
que quanto maior o tempo, maior o rendimento de glicose apds a hidrélise enzimatica. Estes

resultados sdo apresentados na Figura 4.9.

Na Figura 4.9 observa-se 0 mesmo comportamento estabelecido na Figura 4.8. Quanto
maior o tempo reacional, maior é o rendimento de glicose apds hidrélise enzimdatica. Também
foram observados altos rendimentos em uma ampla faixa de concentracdo de cal quando se
trabalha com altas temperaturas, sendo, no entanto, o maior valor de rendimento encontrado para

baixas concentracoes.

Nota-se, portanto, que o modelo referente ao planejamento, na regiao investigada, define
bem o processo, mas existe a necessidade de realizar novos experimentos para a otimizacdo da
etapa de pré-tratamento. Este procedimento € necessdrio porque no planejamento fatorial 2’
realizado os pontos 6timos encontrados estdo na extremidade do intervalo de condicdes
operacionais consideradas, sendo necessdrio investigar se valores mais altos de rendimento

podem ser encontrados além desta regido.

O modelo linear se mostrou estatisticamente significativo apesar da anélise indicar que o
modelo quadratico descreveria melhor os dados experimentais (o modelo apresenta curvatura
significativa ao se fazer a andlise usando o software STATISTICA 7.0). Assim, para a otimizacao
da etapa de pré-tratamento, foi utilizado o planejamento composto central para desenvolvimento
de um modelo quadratico. Os resultados indicam ainda que seria interessante definir niveis com
valores de tempo reacional e temperatura maiores que as ja estudadas neste planejamento e que a

massa de cal pode ser trabalhada na faixa ja estudada ou em valores mais baixos.
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Figura 4.9: Superficie de resposta para a concentragao de glicose liberada ap6s hidrélise do BNP

em funcdo da temperatura e da concentra¢ido de cal mantendo o tempo no ponto minimo (a) no
ponto central (b) e no ponto maximo (c).
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4.4.1.2.1.2. Analise da Concentracio de Glicose — Bagaco Peneirado

A andlise dos efeitos principais e das interacdes das varidveis para a andlise da
concentracdo de glicose liberada apds a hidrdlise enzimdtica do bagago peneirado pode ser

visualizada na Tabela 4.10.

Tabela 4.10: Coeficientes de regressao para a concentragdo de glicose liberada apds hidrolise

enzimatica do bagago ndo peneirado para o pré-tratamento com hidréxido de célcio.

Coeficiente de Regressao Erro padrao t(2) p

Média 0,198 0,0011 187,1 *0,00003
Tempo (h) 0,0053 0,0012 4,27 *0,0507
Temperatura (°C) 0,0047 0,0012 3,79 *0,0632

Conc. de cal (g/g) 0,0004 0,0012 0,302 0,791
1#2 -0,0056 0,0012 -4,49 *0,0462

1*3 -0,0035 0,0012 -2,78 0,109

2%3 0,0017 0,0012 1,33 0,315
1#2%*3 -0,0039 0,0012 -3,16 *0,0872

* Valores estatisticamente significativos a 90% de confianca (p < 0,10)

A Tabela 4.10 mostra que os efeitos principais tempo e temperatura, e as interacdes
tempo/temperatura (1*2) e tempo/temperatura/concentracdao de cal (1¥2*3) sdo considerados
estatisticamente significativos a 90%. Nota-se que o efeito principal da concentracido de cal ndo
se mostrou significativo, apenas a interacdo 1*¥2%*3, que estd relacionada com a varidvel

concentracao apresentou significancia.

Para determinar se o modelo € estatisticamente significativo foi realizada uma anélise da

variancia (ANOVA) como mostra a Tabela 4.11.

Na Tabela 4.11 nota-se que o valor do teste F calculado foi maior que o valor tabelado,
sendo os valores de 5,09 e 3,18, respectivamente. Logo, a equacdo do modelo linear que descreve
a concentracdo de glicose liberada apds a hidrdlise enzimatica do bagaco peneirado pode ser

considerada significativa a 90% de confianca. O modelo estudado também ndo apresentou
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evidéncias de falta de ajuste pois o teste F calculado apresentou um valor de 4,12, que € menor

que o valor tabelado (F(tab.)s» =9,24). Assim, o modelo pode ser utilizado para fins preditivos.

Tabela 4.11: Analise da variancia (ANOVA) para o ajuste do modelo aos dados do planejamento
fatorial 2°, para andlise da concentragdo de glicose do bagaco peneirado pré-tratado com

hidréxido de calcio.

Fonte de Variacao Soma Graus de Média Teste F
Quadratica  Liberdade Quadratica
Regressao (R) 0,000773 4 0,000193 5,09'
Residuos (r) 0,000228 6 0,000038 4,12

Falta de ajuste (faj) 0,000203 4 0,000051

Erro puro (ep) 0,000025 2 0,000012

Total (T) 0,00100 10

% de variacao

explicada (R?) 77,25

% maxima de
variagdo explicdvel 97,54

1: Teste F calculado para verificar a significincia estatistica da regressao
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*F(tab.)s6 = 3,18 no nivel de 90% para a regressao

*F(tab.)s2 = 9,24 no nivel de 90% para a falta de ajuste

*Valores calculados pelo software STATISTICA 7.0.

Com os valores dos coeficientes de regressdo estatisticamente significativos pode-se
estimar a equacdo que descreve o modelo linear (Equacdo 4.4). Os valores de tempo (t),
temperatura (T) e concentracdo de cal (C) s@o apresentados na equacdo com seus valores

codificados.

Cglicose liberada BP (8 / g de biomassa bruta seca) =0,1981+ 0,0053t + 0,0047T -
0,0056tT —0,0039tTC 4.4
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As superficies de resposta para os resultados significativos podem ser visualizadas nas

Figuras 4.10,4.11 e 4.12.

¢ Superficie de Resposta para o Bagaco Peneirado — Concentraciao de Cal

A Figura 4.10 mostra a superficie de resposta para a concentragdo de glicose liberada
apo6s hidrélise do bagago peneirado em fungdo do tempo e da temperatura. Nesta andlise variou-

se a concentracao de cal nos pontos estudados no planejamento.

Ao analisarmos as superficies de resposta da Figura 4.10 podemos perceber que a
concentracdo de cal apresenta uma baixa influéncia no rendimento da glicose, sendo que
melhores concentracdo sdo conseguidas quando se trabalha com altos tempos e temperatura.
Pode-se observar que para altos tempos, obt€ém-se altos rendimentos para uma ampla faixa de
temperatura e para altas temperaturas obtém-se altos rendimentos para uma ampla faixa de
tempos, o que sugere que basta que um dos fatores (tempo ou temperatura) precise ser mantido

nos valores maximos.

Observa-se também que com o aumento da concentragdo de cal (a-b-c), hd uma ligeira
diminui¢do da concentracdo de glicose liberada apds a hidrélise enzimdtica. Nota-se ainda que
praticamente ndo ha mais aumento da quantidade de glicose na faixa de tempo de 45 a 50 h e na
temperatura de 76 a 80°C, dando a impressdo de uma otimiza¢do nestas condicdes de pré-

tratamento.
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Figura 4.10: Superficie de resposta para a concentracio de glicose liberada ap6s hidrélise do BP

em funcdo do tempo e da temperatura mantendo a concentragdo de cal no ponto minimo (a) no
ponto central (b) e no ponto maximo (c).

¢ Superficie de Resposta para o Bagaco Peneirado — Temperatura

A Figura 4.11 apresenta as superficies de resposta para a concentragdo de glicose
liberada quando a temperatura é variada durante a andlise estatistica.
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Figura 4.11: Superficie de resposta para a concentracio de glicose liberada ap6s hidrélise do BP

em funcdo do tempo e da concentra¢do de cal mantendo a temperatura no ponto minimo (a) no
ponto central (b) e no ponto maximo (c).

Observa-se que na Figura 4.11 (a) e (b), onde a temperatura tem seus valores fixados em

60 e 70°C, respectivamente, apresentam altos rendimentos de glicose em uma ampla faixa de

concentracdo de cal para altos tempos de pré-tratamento. J4 na Figura 4.11 (c), onde a
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temperatura é mantida fixa em 80°C, os rendimentos sdo praticamente os mesmo trabalhando em
quaisquer valores de tempo e concentracdo de cal estabelecidos pelo planejamento. Rendimentos
ligeiramente maiores sdo obtidos em toda a faixa de tempo estudada no planejamento e menores

concentragdes de cal.

¢ Superficie de Resposta para o Bagaco Peneirado — Tempo

A variagdo do tempo em cada um dos niveis estudados pode ser observada nas

superficies de resposta apresentadas na Figura 4.12.

Analisando a Figura 4.12 observa-se que a medida que o tempo aumenta, a influéncia
dos outros fatores na concentragdo de glicose liberada apds hidrélise € diminuida. Na Figura 4.12
(a) e (b), onde o tempo de pré-tratamento é mantido fixo em 20 e 37 h, observa-se que altas
concentracdes de glicose sdo obtidas em uma ampla faixa de concentracdo de cal, quando se
trabalha com altas temperaturas. Quando o tempo € mantido fixo no nivel maximo, 54 h, (Figura
4.12 c), altos rendimentos sdo obtidos em toda a superficie estudada. Resultados ligeiramente

maiores sdo obtidos em menores temperaturas e concentracao de cal.

Assim, os resultados indicam que para a otimizacdo das condicdes de pré-tratamento
utilizando o hidréxido de célcio € necessdrio trabalhar em maiores tempos de reacdo, sendo que
neste caso a temperatura e a concentragdo de cal apresentam efeitos menos importantes, sendo

resultados ligeiramente melhores obtidos para menores temperaturas e concentragdes de cal.
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Figura 4.12: Superficie de resposta para a concentragdo de glicose liberada apds hidrélise do BP

em funcdo da temperatura e da concentra¢ido de cal mantendo o tempo no ponto minimo (a) no
ponto central (b) e no ponto maximo (c).
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4.4.2. Planejamento Fatorial 2° do Pré-Tratamento com Peréxido de

Hidrogénio Alcalino

Para o pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino, RABELO (2007) estudou,
através de planejamento estatistico linear, 3 varidveis do processo: tempo reacional (h),
temperatura (°C) e concentragao de H,O, (%, v/v). As andlises foram realizadas para as amostras

de bagaco ndo peneirado (BNP) e peneirado (BP).

A Tabela 4.12 apresenta a matriz de planejamento estudada com os resultados da perda
de massa durante a etapa de pré-tratamento e hidrélise enzimética, e a concentracdo dos acucares

liberados ap6s hidrélise enzimatica nas condi¢des descritas na secdo 4.3.2 € 4.3.2.1.

Foi observado que o pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino proporcionou
uma maior solubilizacdo e hidrdlise da biomassa quando comparado com o pré-tratamento com
hidréxido de célcio (Figura 4.5). Observou-se que quanto maior a concentragdes de peréxido de

hidrogénio, maior a solubilizagdo e hidrélise da biomassa.

A maior perda de massa durante o pré-tratamento e hidrdlise foram obtidos para o
bagaco ndo peneirado, sendo que 57,9% do bagaco foi solubilizado durante o pré-tratamento

(ensaio 8) e 86,5% durante a hidrdlise (ensaio 6).

A concentragdo de glicose obtida apds hidrélise do bagagco pré-tratado com H,0,
alcalino foi maior do que para o pré-tratado com Ca(OH), (Tabela 4.7), sendo a maior
concentracdo obtida para o bagaco ndo peneirado, 0,309 g/g biomassa bruta seca, quando se

trabalhou com altos tempos e concentra¢des de peroxido e menor temperatura (ensaio 6).

Os modelos propostos para descrever a concentragdao de glicose liberada ap6s hidrolise
enzimdtica do bagaco ndo peneirado e peneirado pré-tratados com perdéxido de hidrogénio

alcalino foram considerados estatisticamente significativos a 90% de confianca.

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo 152



Capitulo 4: Estudo e Comparacio dos Pré-Tratamentos sobre Diferentes Tamanhos de Particula

Tabela 4.12: Matriz de planejamento com os resultados da perda de massa durante a etapa de pré-tratamento e hidrélise enzimética, e

a concentracao dos actcares liberados em cada um dos ensaios para o bagago pré-tratado com H,0O, alcalino (RABELO, 2007).

Tempo Temperatura [H,O] Perda de massa no Massa Concentracao de Concentracao de
Ensaios h) ©C) (%. vIv) pré-tratamento (%) hidrolisada (%) glicose (g/g) xilose (g/g)
’ BNP BP BNP BP BNP BP BNP BP
1 6 20 1 22,2 30,2 26,2 37,1 0,065 0,103 0,156 0,156
2 24 20 1 23,4 31,9 27,6 37,0 0,080 0,098 0,150 0,178
3 6 60 1 18,1 43,7 52,6 60,7 0,215 0,167 0,239 0,186
4 24 60 1 32,5 46,5 41,5 63,1 0,121 0,182 0,159 0,168
5 6 20 5 45,5 49,7 63,4 72,7 0,242 0,239 0,157 0,168
6 24 20 5 28,4 48,2 68,6 86,5 0,309 0,228 0,185 0,224
7 6 60 5 48,7 55,9 70,8 65,2 0,253 0,189 0,162 0,140
8 24 60 5 47,9 57,9 77,6 67,8 0,288 0,163 0,159 0,139
9 15 40 3 38,9 51,6 58,5 63,3 0,230 0,168 0,129 0,170
10 15 40 3 43,2 47,1 56,8 65,1 0,209 0,195 0,140 0,180
11 15 40 3 39,5 49,7 53,0 60,7 0,205 0,165 0,139 0,177
153
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4.5. Conclusoes

Os pré-tratamentos com hidréxido de cdlcio e peréxido de hidrogénio alcalino
mostraram-se efetivos em melhorar a acessibilidade da enzima durante a etapa de hidrélise, tanto
para o bagaco ndo peneirado quanto para o peneirado. Foi observado ainda que a ndo execuc¢do
desta etapa proporciona baixos rendimentos de glicose apds a hidrolise enzimdtica. A
concentracdo de glicose obtida apds hidrdlise enzimatica do bagaco nao tratado foi de 0,008 g/g
biomassa bruta, para o bagaco ndo peneirado e 0,012 g/g biomassa bruta,.para o bagaco

peneirado.

O pré-tratamento com hidréxido de cdlcio proporcionou rendimentos de glicose
similares para o bagaco ndo peneirado e peneirado, de 0,202 g/g biomassa bruta seca e 0,211 g/g
biomassa bruta seca, respectivamente. Para o pré-tratamento com peréxido de hidrogénio
alcalino, o bagaco ndo peneirado levou a resultados melhores em termos de quantidade de glicose
liberada apds hidrélise se comparado com o bagaco peneirado, 0,309 g/g biomassa bruta seca e

0,239 g/g biomassa bruta seca, respectivamente.

Comparando os dois pré-tratamento foi possivel observar que o pré-tratamento com
peroxido de hidrogénio apresentou-se mais eficiente, proporcionando uma maior liberacdo de

glicose apds a hidrdlise enzimaética.

Em relacdo as andlises estatisticas, para os dois pré-tratamentos foi possivel propor
modelos lineares estatisticamente significativos a 90% de confianga para descrever as

concentragdes de glicose liberadas em fun¢do dos fatores considerados.

Visando a otimizacdo da etapa de pré-tratamento, foi necessdria a execug¢dao de novos
experimentos, j4 que em todas as superficies de resposta, para ambos os pré-tratamentos,

observaram-se valores maiores de concentracdo de glicose nas extremidades.
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CAPITULO 5

OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE PRE-TRATAMENTO

Neste capitulo € apresentada a escolha do bagacgo a ser utilizado na etapa de otimizacao
do pré-tratamento sendo descritas todas as andlises e resultados do planejamento estatistico
composto central visando a otimizagdo do pré-tratamento com Ca(OH),. Além disso, sao
apresentados os resultados mais relevantes da otimizag@o do pré-tratamento com H,O; alcalino,

determinado anteriormente por RABELO (2007).

5.1. Introducao

Um obstaculo importante na implementacdo de pré-tratamentos estd relacionado com o
alto custo deste, associado com a quantidade de enzima necessdria para um alto rendimento do
processo. Apesar dos altos custos, o pré-tratamento é um pré-requisito essencial para alterar
caracteristicas estruturais da biomassa, melhorando assim a susceptibilidade da biomassa a

hidrélise enzimatica (CHANG, 1999, HOLTZAPPLE e CHANG, 2000).

Avaliagdes econdmicas dos processos que convertem biomassa em bioetanol indicam
que o pré-tratamento € considerado uma das etapa mais caras, representando cerca de um terco do

custo global de processamento (LYND et al., 1996).

Assim, € de suma importincia a otimizacao da etapa de pré-tratamento, ja que assim ele
poderd proporcionar maiores rendimentos de acucares fermentesciveis por quantidade de

biomassa utilizada.
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5.2. Materiais

5.2.1. Reagentes e Outros Materiais de Consumo

Para a realizacdo dos experimentos de otimizagdo da etapa de pré-tratamento seguido de

hidrélise enzimética, foram utilizados os reagentes quimicos listado na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Reagentes quimicos utilizados nos experimentos.

Reagentes Fabricante Pureza (%)
Acido acético Chemco 99,7
Acido cloridrico Merck 37
Hidroxido de célcio Merck > 96
Hidréxido de sédio Nuclear >95
Per6xido de hidrogénio Ecibra 30

Além dos reagentes, as enzimas, previamente analisadas como apresentado nas se¢des
3.4.4, 3.4.5 e 3.4.6, e os padrdes cromatogréficos, apresentados na Tabela 3.1 também foram

utilizados.

5.2.2. Equipamentos

Nesta etapa, foram utilizados os seguintes equipamentos:
e Balanca analitica da marca Bel Engineering com precisao de + 0,001 g;
e Balanca da marca Marte com precisdo de £ 0,01 g;

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) (em inglés HPLC - High Performance
Liquid Chromatographic) da Waters, com amostrador 717 plus, bomba de inje¢cdo modelo 515,
detector de indice de refracio modelo 410 e UV/Visivel modelo 2489, com software de

integracao Empower 2;

e Destilador de dgua tipo Pilsen Q341 da marca Quimis;
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¢ Estufa de secagem especial modelo MA-035/2 da marca Marconi;

¢ Incubadora refrigerada com agitacdo, modelo MA-832 da marca Marconi com precisdo de +

0,1°C;
e Medidor de pH industrial MPI 2000 da marca MS Tecnopon, com precisdo de 0,01;
e Peneiras circulares

e Sistema para purificacdo de dgua Milli-Q® Ultrapure da marca Millipore.

5.3. Procedimento Experimental

5.3.1. Otimizacao das Condicoes de Pré-Tratamento

ApO6s ensaios iniciais, as melhores condi¢des de pré-tratamento foram selecionadas para
otimizacdo desta etapa. Para isso, foram realizados novos experimentos abordando uma nova
faixa de estudo estabelecida de acordo com os resultados obtidos no Capitulo 4. Para selecionar o
tamanho de particula do bagaco a se trabalhar durante a etapa de otimizacdo, foi levado em
consideracdo a concentracao de glicose liberada na etapa anterior, além, claro, das condi¢des de

Pprocesso.

Para esta etapa foi utilizada, para andlise, a metodologia de superficie de resposta
(planejamento composto central). O estudo foi repetido varias vezes até atingir a regido 6tima de

interesse da superficie investigada.

A execucdo destes novos experimentos de pré-tratamento foi realizada como descrito na
secdo 4.3.1.1, hidrolisados e quantificados como descritos na secdo 4.3.2 e 4.3.2.1,

respectivamente.

Essas concentragdes obtidas foram entdo utilizadas para andlise, juntamente com oS
dados do planejamento composto central dos pré-tratamentos, visando a otimizacdo desta etapa
através da maximizac¢do da liberacdo de glicose. As andlises também foram realizadas através do
programa computacional STATISTICA 7 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK), como descrito

anteriormente na secdo 4.3.3.
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5.4. Resultados e Discussoes

5.4.1. Escolha da Biomassa e Condicoes de Otimizacao

Para determinar qual tamanho de bagago seria selecionado para o processo de
otimizacdo, foi levada em consideracao a andlise dos resultados de rendimento de glicose,

consumo de reagentes e custo operacional de redu¢do do tamanho da particula.

Para o pré-tratamento com hidréxido de cdlcio observou-se que as superficies de
respostas apresentadas nas Figuras 4.8, 4.9 e 4.10, para o bagaco ndo peneirado, e nas Figuras
4.11, 4.12 e 4.13 para o bagaco peneirado apresentam o mesmo perfil. Em ambos os materiais,
para se otimizar a etapa de pré-tratamento, é necessdrio trabalhar em maiores temperaturas e
tempos de reacdo, sendo possivel executar os experimentos em uma ampla faixa de concentragdao

de reagente para se obter altos rendimentos.

Foi observado ainda que os dois bagacos necessitariam das mesmas variagdes das
condicdes operacionais para serem otimizados. Logo, a quantidade de reagente foi

desconsiderada na tomada de decisdo do bagaco a ser otimizado.

Analisando a Tabela 4.7 € possivel observar que o melhor rendimento de glicose para o
bagaco nao peneirado foi obtido no ensaio 4 (54 h, 80°C, 0,25 g/g) sendo de 0,202 g/g biomassa
bruta seca. Para o bagaco peneirado o melhor resultado pode ser observado no ensaio 7 (20 h,
80°C, 0,55 g/g), com uma concentragdo liberada de glicose de 0,211 g/g biomassa bruta seca.
Nota-se que pelas condicdes estabelecidas pelas superficies de resposta para os dois bagacos
(maiores temperaturas e tempos, ampla faixa de concentracdo de cal) os melhores rendimentos
seriam obtidos para os ensaios 4 (54 h, 80°C, 0,25 g/g) e 8 (54 h, 80°C, 0,55 g/g). Para esses dois
casos, observou-se que a diferenca entre a concentragdo de glicose liberada para os dois bagagos
€ minima: 0,202 g/g biomassa bruta para o bagago ndo peneirado e 0,206 g/g biomassa bruta para
o bagaco peneirado, no ensaio 4 e 0,193 g/g biomassa bruta para o bagaco ndo peneirado e 0,196
g/g biomassa bruta para o bagaco peneirado, no ensaio 8. Esta diferenca ndo foi considerada

significativa.
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Além dos rendimentos, outro fator importante considerado foi que utilizando o bagaco
ndo peneirado conseguiu-se um maior aproveitamento da matéria prima como um todo, ja que
grande parte do material (85,59%) foi desprezada no estudo do bagaco peneirado. Ainda, o fato
de ndo ser necessdrio peneirar o bagaco faz com que uma operacdo unitdria a menos seja

necessdria no processo, o que diminui bastante os custos.

Diante de todas as observacdes mencionadas, foi selecionado para o processo de

otimizacdo do pré-tratamento com hidréxido de cdlcio o bagaco de cana nao peneirado.

Segundo RABELO (2007), utilizando os mesmos parametros de andlise deste estudo,
observou que o bagaco ndo peneirado pré-tratado com peréxido de hidrogénio alcalino
apresentou melhores rendimentos de glicose apds hidrélise enzimatica nas condi¢des estudadas,

sendo assim selecionado para a etapa de otimizagao do pré-tratamento.

5.4.2. Otimizacao do Pré-Tratamento com Ca(OH),

A otimizacdo das condi¢des de pré-tratamento do bagaco ndo peneirado utilizando
hidréxido de célcio foi baseada nas superficies de resposta do planejamento linear. O aumento da
concentracdo de glicose liberada no meio reacional ocorreu em altos tempos e temperaturas de
pré-tratamento € em uma ampla faixa de concentracio do reagente. Assim, como todas as
varidveis apresentavam significancia estatistica no ensaio inicial, no novo ensaio estas foram

modificadas segundo as condi¢cdes necessarias para a maximizagao dos agucares fermentesciveis.

5.4.2.1.Planejamento Composto Central para a Otimizacdo do Pré-

Tratamento com Ca(OH),

Neste novo planejamento foram estudadas as 3 varidveis do processo anteriormente
estabelecidas: tempo reacional (h), temperatura (°C) e concentracdo de cal (g/g biomassa bruta
seca). Os valores decodificados e codificados, para cada uma das varidveis sdo apresentados na

Tabela 5.2, juntamente com as porcentagens de deslignificagdo e solubilizacdo da hemicelulose
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determinadas para cada condicdo de pré-tratamento, de acordo com a metodologia descrita no

apéndice V.

Tabela 5.2: Faixa de valores estudados no planejamento composto central para o bagago pré-

tratado com Ca(OH), e porcentagem de deslignificacdo e solubilizacdo da hemicelulose.

Temperatura Concentracao Deslignificacao

Solubilizacao da

Ensaio  Tempo (h) ©C) de cal (g/g) (%) hemicelulose (%)

1* 65 1 86 (1) 0,25 ¢n 63,4 41,9

2% 65 1 86 (1 0,55 +1n 61,2 39,2

3* 65 1 94 +1) 0,25 ¢n 69,2 43.8

4* 65 -1 94 (+1) 0,55 &+ 59,5 49,5

5% 100 1) 86 (-1 0,25 n 71,0 48,2

6* 100 1) 86 (-1 0,55 &+ 52,5 59,9

T* 100 1) 94 (+1) 0,25 ¢n 69,3 43,6

8* 100 1) 94 +1) 0,55 @+ 69,4 34,0

o* 53,1 141 90 (o) 0,40 o) 43,0 47,4

10* 111,9 141 90 (o) 0,40 o) 64,7 60,0

11%* 82,5 0 83,3 (-1.41) 0,40 ) 67,2 45,5

12* 82,5 0 96,7 (+1,41) 0,40 ) 68,6 52,9

13%* 82,5 0 90 (0 0,1477 1,41 70,9 47,9

14%* 82,5 (0) 90 (0) 0,6523 (+1.41) 54,7 47,6

15%* 82,5 0 90 (0 0,40 ) 69,5 37,0

16* 82,5 o 90 (0 0,40 o) 71,0 46,1

17* 82,5 o 90 (0 0,40 o) 69,3 44,0
5.4.2.1.1. Neutralizacio da Cal no Processo de Otimizacao do Pré-Tratamento

Apoés a etapa de pré-tratamento, a cal restante no meio foi neutralizada e quantificada

segundo metodologia descrita no apéndice X. Foi realizada a andlise da composicdo quimica para

cada um dos ensaios, segundo metodologia descrita nos apéndices I1I, IV e V. O objetivo foi

relacionar a deslignificagdo do material com o consumo de cal. O célculo da deslignificagdo foi

apresentado no apéndice XI.
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A Figura 5.1 mostra a porcentagem de cal consumida apds a etapa de pré-tratamento do

bagaco nao peneirado e a deslignificacdo ocorrida para cada um dos ensaios.

100 = Consumo de cal -#Deslignificagao - 80
80
- 60
< 65.0 079 653 o
= 61,6 "~ it e
8 60 u G
% 52,3 3,
o N 457 47,4 - 40 §
E - 40,7 424 8
E 40 - 36,7 | &
3 5
- 20
20
0 -0
1% 2% 3* 4* 5 6* 7* 8 9* 10* 11* 12* 13* 14* 15* 16* 17*
Ensaios

Figura 5.1: Porcentagem de cal consumida e deslignificagdo apds pré-tratamento segundo o

planejamento composto central.

Analisando a Figura 5.1 observa-se que a porcentagem de cal consumida aumentou

consideravelmente em relacdo a quantidade consumida no planejamento linear (Figura 4.2).

As maiores porcentagens de consumo de cal foram observadas nos ensaios do ponto
central (15%, 16* e 17*), com consumo médio de 66,1%, quando o bagaco foi pré-tratado a 82,50
h, 90°C e 0,4 g/g biomassa bruta seca de cal. J4 a menor porcentagem de consumo de cal foi
obtida no ensaio 9%, com 36,7% da cal sendo utilizada no pré-tratamento. As condig¢des

operacionais para este ensaio foram 53,1 h, 90°C e 0,4 g/g biomassa bruta seca de cal.

Com isso € possivel observar que a diferenga entre a maior € menor porcentagem de

consumo de cal estd diretamente relacionada com o tempo de contato deste com a biomassa, uma
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vez que esta € a Unica varidvel que difere nos dois ensaios. Além disso, foi possivel observar uma

relacdo direta entre a porcentagem de consumo de cal e o grau de deslignificagdo.

5.4.2.1.1.1. Analise Estatistica do Consumo da Cal para o Planejamento

Composto Central

Para verificar a relagdo entre a porcentagem de consumo da cal durante a etapa de pré-
tratamento e as demais varidveis do processo (tempo, temperatura, concentragdo de cal)

realizaram-se andlises estatisticas utilizando os dados da Figura 5.1.

A andlise dos efeitos principais e das interagdes das varidveis para a porcentagem de cal

consumida, apds cada um dos ensaios, pode ser vista na Tabela 5.3.

Tabela 5.3: Coeficientes de regressdo para a porcentagem de cal consumida apds pré-tratamento

do planejamento composto central.

Coeficiente de

Regressio Erro padrao t(2) P
Média 65,9 0,917 71,9 *0,0002
(1) Tempo (°C) (L) 3,38 0,430 7,849 *(,0159
Tempo (°C) (Q) -6,83 0,474 -14,49 *(,0048
(2) Temperatura (°C) (L) 1,99 0,431 4,62 *(,0438
Temperatura (°C) (Q) -2,09 0,474 -4.41 *0,0477
(3) Conc. de cal (g/g) (L) -6,32 0,431 -14,7 *0,0046
Conc. de cal (g/g) (Q) -3,93 0,474 -8,29 *0,0142
1*#2 (L) 0,962 0,563 1,71 0,229
1*3 (L) -0,870 0,563 -1,55 0,262
2*3 (L) 0,904 0,563 1,61 0,249

* Valores estatisticamente significativos a 95% de confianca (p < 0,05)

Analisando a Tabela 5.3 nota-se que apenas o efeito das interacdes tempo/temperatura

(1*2), tempo/concentracdo de cal (1*3) e temperatura/concentracio de cal (2*3) ndo se
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mostraram estatisticamente significativas a 95% de confianca. Logo, estas interacOes foram

eliminadas do modelo e consideradas erros aleatérios experimentais.

A analise da varidncia (ANOVA) é mostrada na Tabela 5.4.

Tabela 5.4: Andlise da variancia (ANOVA) para a porcentagem de cal consumida apds pré-

tratamento do bagaco segundo o planejamento composto central.

Soma Graus de Média

Fonte de Variacao Quadratica Liberdade Quadratica Teste K

Regressao (R) 1328,5 6 221,4 11,73

Residuos (r) 188.,7 10 18,9 9,072
Falta de ajuste (faj) 183,7 8 23,0

Erro puro (ep) 5,06 2 2,53

Total (T) 1517,2 16

% de variacdo

explicada (R?) 87,56

% maxima de
variagdo explicdavel 99,67

1: Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*F(tab.)e.10 = 3,22 no nivel de 95% para a regressao

*F(tab.)s 2 = 19,37 no nivel de 95% para a falta de ajuste

*Valores calculados pelo software STATISTICA 7.0.

De acordo com a andlise de variancia (ANOVA) da Tabela 5.4, observa-se que o valor
do teste F calculado de 11,73 € superior ao tabelado (F(tab.)s 10 = 3,22). O modelo nio apresenta
evidéncia de falta de ajuste, pois o valor de F calculado € 9,07, menor que o valor tabelado
(F(tab.)s» = 19,37). Assim, o modelo encontrado € estatisticamente significativo e preditivo para

a porcentagem de cal consumida.
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A porcentagem de cal consumida durante o pré-tratamento do bagaco ndo peneirado
pode ser descrita pela Equacdo 5.1. Os valores de tempo (t), temperatura (T) e concentragdo de

cal (C) sao apresentados na equacdo com seus valores codificados.

% Ca(OH )y comumita sNp wimivacao = 63:89 +3,377 t—6,833 1> +1,989 T —

2,091T? -= 6,921C -3,929C ? 5.1

As superficies de resposta, considerando apenas os efeitos significativos, sdo

apresentadas na Figura 5.2.

Pode-se observar analisando a Figura 5.2 que a maior porcentagem de cal consumida
ocorre em condi¢des reacionais proximas ao ponto central (82,5 h, 90°C, 0,40 g/g). Nota-se que a
medida que a concentracdo de cal aumenta (Figura 5.2 a-b-c), a porcentagem do reagente

consumida pelo pré-tratamento diminui.

Assim, como o consumo do reagente cal estd diretamente relacionado com a
degradacao/solubilizacio da lignina e hemicelulose, parece que as condi¢cdes acima mencionadas

sdo resultados de melhores rendimentos de hidrolise.
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Figura 5.2: Superficie de resposta para a porcentagem de cal consumida em funcido do tempo e

da temperatura mantendo a concentra¢cdo de cal no ponto minimo (-1,41) (a) no ponto central (b)
e no ponto maximo (+1,41) (c).
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5.4.2.1.2. Hidrolise e Quantificacdo dos Actcares para o Planejamento

Composto Central com Ca(OH),

Ap6s o pré-tratamento, segundo as condi¢des descritas na Tabela 5.2, o material pré-
tratado foi submetido a hidrélise enzimdtica para liberagdo e quantificagdo dos acucares
fermentesciveis. As condi¢des reacionais e metodologia da hidrdlise estdo descritas na

secdo 4.3.1.1e4.3.2.

A Figura 5.3 apresenta a porcentagem de massa solubilizada e/ou hidrolisada ap6s o pré-
tratamento de 4,0 g de bagaco e a massa hidrolisada apés a hidrdlise enzimatica de 1,0 g de

bagaco nao peneirado pré-tratado segundo as condi¢des do planejamento composto central.

Analisando a Figura 5.3 percebe-se uma maior perda de massa nos ensaios 6* (100 h,
86°C, 0,55 g/g) e 10* (111,9 h, 90°C, 0,40 g/g), sendo 49,60% e 49,71% do material
solubilizado/degradado durante o pré-tratamento nestas condicdes, respectivamente. A menor
perda de massa ocorreu para os ensaios 8* (100 h, 94°C, 0,55 g/g) e 13* (82,5 h, 90°C, 0,1477

g/g), sendo 34,25% e 34,41% perdidos durante a etapa de pré-tratamento, respectivamente.

Em relacdo a hidrdlise, observa-se na Figura 5.3 que em todos os ensaios houve a
hidrélise de mais de 58% do bagago pré-tratado. A maior massa hidrolisada se deu para o ensaio
10* (111.9 h, 90°C e 0,4 g/g biomassa seca) onde 76,40% da massa foi hidrolisada. A menor
massa hidrolisada ocorreu para o ensaio 9* (53,1 h, 90°C e 0,40 g/g biomassa seca) com 58,50%

da biomassa hidrolisada pelas enzimas.
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Figura 5.3: Porcentagem de bagaco solubilizada apds o pré-tratamento de 4 g de bagaco e apds a

hidrdlise enzimética de 1 g de bagaco pré-tratado.

Para todos os ensaios foram analisadas a concentracdo dos carboidratos liberadas em

funcdo do tempo de hidrdlise. A Figura 5.4 (a-r) mostra estes perfis de hidrdlise para todos os

ensaios.
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Figura 5.4: Perfis de hidrélise dos ensaios do planejamento estatistico composto central para o

pré-tratamento com hidréxido de célcio.

Ao analisarmos a Figura 5.4 observa-se que houve um aumento considerdvel da

quantidade de glicose liberada no meio reacional apds hidrélise enzimdtica em relagdo aos

ensaios do planejamento linear. Observa-se também que a quantidade de xilose liberada no meio

reacional diminuiu se comparada com o processo de hidrélise anterior (Figura 4.6).
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5.4.2.1.2.1.Determinacao dos Efeitos Principais e de Interaciao das Variaveis

do Planejamento Composto Central para o Ca(OH),

Ap6s a andlise dos perfis de hidrélise para cada ensaio do planejamento composto
central, as concentracdes de glicose liberadas no meio reacional foram utilizadas para a andlise
estatistica. O ponto escolhido foi o de estabilizacdo da reacdo que variou de 48 a 72 h de

hidrdlise.

A Tabela 5.5 apresenta a concentragdo de glicose e xilose liberadas experimentalmente
em cada combinacdo de niveis e o rendimento global da celulose obtidos apds pré-tratamento e
hidrélise da biomassa, calculados através da equacdo descrita no apéndice XI. Os ensaios 15%,
16* e 17* sdo repeti¢des do ponto central. As concentracdes foram expressas como g/g biomassa
bruta seca (sem pré-tratamento). O rendimento global foi expresso como a conversao da celulose
em glicose ja que ndo houve acimulo de celobiose no meio reacional. Sao marcados em negrito

os melhores resultados obtidos nos ensaios para cada resposta considerada.

Analisando a Tabela 5.5 observa-se que os maiores concentragdes de glicose e xilose
foram obtidos no ensaio 8%, onde o tempo, a temperatura e a concentragdo de cal foram mantidos
no ponto +1 do planejamento composto central. Nota-se também que os resultados do ponto

central 15%, 16* e 17* (82,5 h, 90°C, 0,40 g/g) sdo bastante similares aos do ensaio 8*.

A Figura 5.5 mostra o rendimento global para a celulose apds pré-tratamento e hidrolise
do bagaco ndo peneirado e a porcentagem de deslignificagdo em cada um dos ensaios do

planejamento composto central para o pré-tratamento com hidréxido de célcio.
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Tabela 5.5: Matriz de planejamento com os resultados das concentragdes de carboidratos e rendimentos de glicose para cada um dos ensaios do

planejamento composto central do pré-tratamento com Ca(OH)s.

Ensaios Tempo (h) Temt)oecr‘;itura Cal (g/g) Glicose (g/g) Xilose (g/g) Rzl;dcl:ll::lnot S()eg(t(;l;al
1% 65 86 0,25 0,201 0,140 44,6
2% 65 86 0,55 0,198 0,147 44,1
3% 65 94 0,25 0,191 0,119 42,4
4% 65 94 0,55 0,184 0,128 41,0
5% 100 86 0,25 0,195 0,156 43,3
6* 100 86 0,55 0,196 0,141 43,5
7* 100 94 0,25 0,195 0,138 43,3
8 100 94 0,55 0,226 0,167 50,1
O 53,1 90 0,40 0,187 0,124 41,6
10* 111,9 90 0,40 0,191 0,135 42,5
11* 82,5 83,3 0,40 0,206 0,144 45,7
12% 82,5 96,7 0,40 0,203 0,133 45,1
13* 82,5 90 0,1477 0,201 0,135 44,6
14* 82,5 90 0,6523 0,215 0,149 47,8
15% 82,5 90 0,40 0,218 0,128 48,5
16* 82,5 90 0,40 0,222 0,159 49,4
17% 82,5 90 0,40 0,225 0,160 50,0
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Figura 5.5: Rendimento global e porcentagem de deslignificacdo para cada um dos ensaios do

planejamento composto central do pré-tratamento com Ca(OH)s.

Analisando a Figura 5.5 observam-se rendimentos de glicose muito similares para todos
os ensaios. O melhor resultado foi observado para o ensaio 8* (100 h, 94°C, 0,55 g/g), sendo que
50,1% da celulose foi hidrolisada. O menor rendimento foi obtido nas condi¢des do ensaio 4* (65
h, 94°C, 0,55 g/g) sendo 41,0% da celulose hidrolisada apds etapa de pré-tratamento e hidrolise.
E possivel observar que a diferenca nas condi¢cdes de pré-tratamento para os dois ensaios estd
relacionada apenas com a varidvel tempo, o que leva a entender que maiores tempos de pré-
tratamento sdo necessarios para melhorar a acessibilidade das enzimas durante a hidrdlise

enzimatica e assim aumentar os rendimentos de glicose.

Observa-se ainda que o grau de deslignificacdo ndo € o unico fator importante para a
obtencdo de altos rendimentos de glicose uma vez que ensaios com uma menor deslignificacio
(ensaio 9%) apresentam rendimentos de glicose maiores do que ensaios com maior deslignificacao

(ensaio 4%).
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A anélise dos efeitos principais e de interacdo das varidveis foi realizada utilizando o

erro puro e o software STATISTICA (Statsoft, v. 7.0).

5.4.2.1.2.1.1. Analise da Concentracio de Glicose — Otimizacao das Condicoes

de Pré-Tratamento com Ca(OH),

A andlise dos efeitos principais e de interagdo das varidveis para a etapa de otimizacao
do pré-tratamento com hidréxido de célcio pode ser vista na Tabela 5.6, quando a resposta é a

concentracao liberada de glicose durante o processo de hidrdlise.

Tabela 5.6: Andlise dos efeitos principais e de interacdo das varidveis do planejamento composto

central para a concentracao de glicose liberada ap6s hidrélise do BNP pré-tratado com Ca(OH)s.

Coeficiente de Erro

Regressao padrao U2 P

Média 0,222 0,00205 108,2 *0,000085
(1) Tempo (°C) (L) 0,00320 0,000963 3,32 *0,0801
Tempo (°C) (Q) -0,0118 0,00106 -11,1 *0,00800
(2) Temperatura (°C) (L) 0,000085 0,000963 0,0886 0,937
Temperatura (°C) (Q) -0,00637 0,00106 -6,01 *0,0266
(3) Conc. de cal (g/g) (L) 0,00343 0,000963 3,57 *0,0704
Conc. de cal (g/g) (Q) -0,00511 0,00106 -4,83 *0,0403
1*#2 (L) 0,00675 0,00126 5,37 *0,0330
1*3 (L) 0,00498 0,00126 3,96 *0,0582
2*3 (L) 0,00324 0,00126 2,57 0,124

* Valores estatisticamente significativos a 90% de confianca (p < 0,10)

Analisando a Tabela 5.6 nota-se que o efeito linear da temperatura e a interagdo linear
dos efeitos da temperatura/concentragcdo de cal (2*3) ndo se mostraram estatisticamente

significativos a 90% de confianca.
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Para analisar a resposta do experimento através da superficie de resposta, os coeficientes
ndo significativos foram eliminados e o modelo € descrito pelos coeficientes mostrados na Tabela

5.7.

Com os valores dos coeficientes de regressao estatisticamente significativos expostos na

Tabela 5.7 pode-se estimar a Equacdo 5.2 que representa o modelo quadrético.

Cglicose BNP (g/g biomassa bruta seca) = 0,2217 +0,003277t -0,01177t> -

0,006320T* +0,003335C - 0,005029C* +0,006750¢T + 0,005250¢C 32

Tabela 5.7: Andlise de regressdao dos coeficientes das varidveis do planejamento composto

central para a concentracao de glicose liberada ap6s hidrélise do BNP pré-tratado com Ca(OH)s.

Coeficiente de Erro (2) p
Regressao padrao
Média 0,222 0,00202 109,6 0,000083
(1) Tempo (°C) (L) 0,00328 0,000951 3,45 0,0748
Tempo (°C) (Q) -0,0118 0,00105 -11,2 0,00782
(2) Temperatura (°C) (Q) -0,00632 0,00105 -6,01 0,0266
(3) Conc. de cal (g/g) (L) 0,00334 0,000950 3,51 0,0725
Conc. de cal (g/g) (Q) -0,00503 0,00105 -4,81 0,0406
1*#2 (L) 0,00675 0,00124 5,44 0,0322
1*3 (L) 0,00525 0,00124 4,23 0,0516

A analise da varidncia (ANOVA) é mostrada na Tabela 5.8.

A validade do modelo pode ser verificada pela andlise de varidncia (ANOVA)
apresentada na Tabela 5.8. O teste F calculado para verificar a regressdo do modelo apresentou
um valor de 10,52 que é maior que o valor tabelado (F(tab.);9 = 2,50), concluindo assim que a
equacao do modelo quadritico € significativa a 90%. O modelo estudado nao apresenta
evidéncias de falta de ajuste, pois o teste F calculado apresentou um valor de 3,22 que € menor

que o valor tabelado (F(tab.);, =9,35).
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As superficies de resposta para o modelo completo da anélise da concentragdo de glicose
liberada apds o processo de hidrélise, segundo o planejamento composto central podem ser

visualizadas nas Figuras 5.6, 5.7 ¢ 5.8.

Tabela 5.8: Andlise da varidncia (ANOVA) para o ajuste do modelo aos dados do planejamento
composto central para a concentracdo glicose liberada apds hidrélise do BNP pré-tratado com

Ca(OH),.

Fonte de Variacao Soma Graus de Média Teste F
Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao (R) 0,00254 7 0,000363 10,52
Residuos () 0,000311 9 0,000035 3,227

Falta de ajuste (faj) 0,000286 7 0,000041

Erro puro (ep) 0,000025 2 0,000013

Total (T) 0,00285 16

% de variacao

explicada (Rz) 89,11

% maxima de
variagdo explicavel 99,11

1: Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*F(tab.)79 = 2,50 no nivel de 90% para a regressao

*F(tab.)7, = 9,35 no nivel de 90% para a falta de ajuste

*Valores calculados pelo software STATISTICA 7.0.

¢ Superficie de Resposta para Otimizacao do Pré-Tratamento com Ca(OH), -

concentracao de Cal

A Figura 5.6 apresenta a superficie de resposta para a concentracdo de glicose liberada

ap6s hidrélise do bagago ndo peneirado em fungdo do tempo e da temperatura.
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Figura 5.6: Superficie de resposta para a concentragao de glicose liberada apés hidrélise do BNP

em fun¢do do tempo e da temperatura mantendo a concentra¢do de cal no ponto minimo (-1,41)
(a) no ponto central (b) e no ponto méaximo (+1,41) (c).

Nesta andlise variou-se a concentragdo de cal nos pontos estudados no planejamento
composto central.
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Ao analisarmos as superficies de resposta da Figura 5.6 podemos perceber uma ampla
faixa de condigdes reacionais para maximizar o rendimento de glicose. De uma forma geral, o
aumento da concentragdo de cal (Figura 5.6 a-b-c) proporciona rendimentos ligeiramente
maiores, além de mover as condi¢des 6timas de pré-tratamento mais para a extremidade da curva

(maiores tempos e maiores temperaturas).

¢ Superficie de Resposta para Otimizacao do Pré-Tratamento com Ca(OH), -

Temperatura

Quando a temperatura € variada durante a andlise estatistica no ponto minimo, central e

méximo estudado, as superficies de resposta podem ser analisadas através da Figura 5.7.

Na Figura 5.7 observa-se que as maiores concentracdes de glicose sdao obtidas quando se
trabalha em condicdes intermediarias de pré-tratamento. O mesmo fato observado na Figura 5.6
se repete, sendo que concentracdes ligeiramente maiores sdo obtidas quando se aumenta a

temperatura de pré-tratamento.
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Figura 5.7: Superficie de resposta para a concentragao de glicose liberada ap6s hidrélise do BNP

em fun¢do do tempo e da concentracdo de cal mantendo a temperatura no ponto minimo (-1,41)
(a) no ponto central (b) e no ponto méximo (+1,41) (c).
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¢ Superficie de Resposta para Otimizacao do Pré-Tratamento com Ca(OH), -

Tempo

Quando a varidvel tempo € analisada através do software STATISTICA, pode-se

observar o mesmo desempenho das outras curvas, condi¢des intermedidrias de pré-tratamento

levam a altos rendimentos de glicose apds hidrélise enzimatica. Estes resultados sdo apresentados

na Figura 5.8.

O modelo quadritico mostrou-se estatisticamente significativo, além de descrever muito

bem os dados experimentais. Assim, para o cdlculo das condi¢cdes otimas, foi utilizada a

Equacdo 5.2 com a finalidade de encontrar os valores reais de cada uma das varidveis de pré-

tratamento visando a maximizac¢do a concentragdo de glicose liberada.

Derivando a Equagdo 5.2, em funcdo de cada uma das varidveis, temos:

dC licose BNP
gT =0,003277 - 2% 0,01177t + 0,006750T + 0,005250C
1
dc.,
— _glieoe BNP 9 %0,006320T +0,006750¢
dT
nglicose BNP
— - 0,003335-2x0,005029C+ 0,005250¢

cal

onde t (tempo), T (temperatura) e C (concentragdo de cal) apresentam valores codificados.
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Figura 5.8: Superficie de resposta para a concentracdo de glicose liberada apds hidrélise do BNP

em fungdo da temperatura e da concentracao de cal mantendo o tempo no ponto minimo (-1,41)
(a) no ponto central (b) e no ponto méaximo (+1,41) (c).

Como a derivada no ponto maximo € igual a zero temos o seguinte sistema de equacoes:
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0,003277 - 0,02354t + 0,0067507 + 0,005250C =0
—-0,01264T +0,006750¢ =0
0,003335-0,01006C +0,005250¢ =0

Resolvendo o sistema € possivel chegar aos valores codificados para cada varidvel do
processo e assim obter os valores 6timos para o pré-tratamento com hidréxido de cdlcio apos
decodificacdo. A Tabela 5.9 mostra os valores codificados e decodificados para cada uma das

varidveis do processo.

Tabela 5.9: Valores codificados e decodificados para as varidveis do pré-tratamento com

Ca(OH),.

Variaveis Valores codificados Valores decodificados
Tempo (h) 0,292 87,6
Temperatura (°C) 0,156 90,6
Concentracgdo de cal (g/g) 0,484 0,47

Pela Tabela 5.9 observa-se que as condi¢des Otimas de pré-tratamento sdo de 87,6 h,

90,6°C e 0,47 g de cal/g biomassa bruta seca.

Estudos de otimizacdo do pré-tratamento com hidréxido de cdlcio realizado por
GARZON FUENTES (2009), trabalhando com o bagaco de cana-de-acticar com uma
composi¢do quimica diferente, proveniente de colheita crua e mecanizada, moido e com
granulometria menor que 0,5 mm, mostraram através de modelos estatisticos que o valor das
condi¢des Otimas de pré-tratamento foi de 0,4 g de cal/g biomassa bruta a uma temperatura de

90°C durante um tempo de 90 h.

Comparando com os dados expostos na Tabela 5.9, obtidos através do modelo
estatistico, observa-se uma proximidade dos valores das varidveis. Este resultado é de suma
importancia, uma vez que comprova que para uma mudanca de material, devido a mudanca de

safra e composi¢do quimica, as condi¢des otimizadas da etapa de pré-tratamento ndo se alteram.
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Os valores 6timos das varidveis foram arredondados para facilitar a execucdo dos

experimentos, sendo assim realizados em 90 h, 90°C e 0,47 g de cal/g biomassa brutos seca.

5.4.2.2. Anadlise das Condicoes Otimas do Pré-Tratamento com Ca(OH),

Ap0s selecionar o tempo de reacdo de 90 h, temperatura de 90°C e concentragdo de cal de 0,47
g/g biomassa bruta seca como as condi¢des 6timas de pré-tratamento, realizaram-se ensaios em
triplicata para a obten¢do da concentracdo final dos agucares e validar os resultados obtidos

usando o modelo estatistico da Equagdo 5.2.

Para a liberacdo e quantificacdo dos agucares, efetuou-se a hidrélise com as condi¢des
reacionais descritas na secdo 4.3.2 e a quantificacdo realizada segundo as condi¢des descritas na

secdo 3.3.4.3.

A Figura 5.9 mostra o perfil de hidrdlise para o ponto 6timo do pré-tratamento com

hidréxido de célcio para o bagago ndo peneirado.

0,5

——Glicose = Xilose Celobiose

0,4

0,3 1

0,2 1

0,14

Concentracio de Actcares
(g/g biomassa bruta seca)

0,0 +* ‘ —— o ——
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo (h)

Figura 5.9: Perfil de hidrélise nas condi¢des 6timas de pré-tratamento com Ca(OH)s.
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Nota-se analisando a Figura 5.9 altos rendimentos de glicose liberados no meio
reacional, existindo também uma quantidade considerdvel de xilose e sem acimulo de celobiose
no meio reacional. Os resultados indicam que 0,233 g/g biomassa bruta seca de glicose e
0,188 g/g biomassa bruta seca de xilose foram liberadas nas condicdes 6timas. O rendimento de
glicose no ponto 6timo foi de 51,8%. A Equacgdo 5.2 prevé uma concentragdo de 0,223 g/g
biomassa bruta seca de glicose nas condi¢des 6timas, o que corresponde a um erro de apenas

4,3%, validando entdo o modelo obtido.

A Figura 5.10 mostra a aparéncia e as massas do bagaco nio peneirado antes do pré-

tratamento, apos o pré-tratamento e apds a hidrdlise nas condi¢des dtimas.

Residuo restante apoés pré-tratamento
nas condi¢cdes 6timas
2,380 g

Residuo restante
apos hidrolise
0,329 g

Bagaco ante pré-tratamento
nas condicoes otimas
4,000 g

Figura 5.10: Amostras do bagaco antes do pré-tratamento, apds o pré-tratamento e apds hidrdlise
de 1,0 g nas condicdes 6timas do pré-tratamento com Ca(OH),.
5.4.3. Otimizacao do Pré-Tratamento com H,0, Alcalino

A otimiza¢do do pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino utilizando o

bagaco ndo peneirado foi descrito por RABELO (2007). Para a otimizacdo, a varidvel tempo foi
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excluida neste novo estudo, uma vez que ndo se mostrou estatisticamente significativa para os

ensaios lineares.

A Tabela 5.10 apresenta os rendimentos em glicose e xilose obtidos apds hidrélise do
bagaco nao peneirado em cada um dos ensaios do planejamento composto central. Além disso,
sdo apresentados os valores do rendimento global de glicose, calculados como descrito no
apéndice XI, e a deslignificacdo para cada um dos ensaios. Foram marcados em negrito os
maiores rendimentos obtidos e em vermelho os menores rendimentos. Nota-se que o maior
rendimento em glicose corresponde a maior porcentagem de deslignificacdo e o menor
rendimento em glicose a menor porcentagem de deslignificacdo, indicando que a deslignificacao
€ um fator importante para aumento do rendimento para o pré-tratamento com peroxido de

hidrogénio alcalino.

Analisando os resultados dispostos na Tabela 5.10 e comparando com os resultados
obtidos para o bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio (Tabela 5.5 e Figura 5.5), nota-se que
o pré-tratamento com peroxido de hidrogénio levou a maiores concentragdes de glicose,

proporcionando assim maiores rendimentos.

Andlises posteriores foram realizadas no trabalho de RABELO (2007), chegando-se as
condi¢des 6timas do pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino: tempo de reacdo de
1 h, temperatura de 25°C e concentracdo de peréxido de 7,36%. Os resultados mostraram que
0,380 g/g biomassa bruta seca de glicose e 0,158 g/g biomassa bruta seca de xilose foram

liberadas nas condi¢des 6timas. O rendimento global de glicose no ponto 6timo foi de 83,4%.

A Figura 5.11 mostra a aparéncia e as massas do bagaco nio peneirado antes do pré-

tratamento, apds o pré-tratamento e apds a hidrdlise de 1,0 g, nas condi¢des Gtimas.
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Tabela 5.10: Matriz de planejamento com os resultados da concentracdo dos carboidratos, rendimento global de glicose e

deslignificacdo para cada um dos ensaios do planejamento composto central para o pré-tratamento com H,O, alcalino (RABELO,

2007).
) Temperatura [H,0:] ) ) Rendimento global Deslignificacio
Ensaios ©C) (%. vIv) Glicose (g/g) Xilose (g/g) da glicose (%) (%)
1* 30 5 0,241 0,128 53,6 55,4
2% 30 9 0,282 0,114 62,7 69,8
3* 60 5 0,276 0,123 61,3 61,2
4% 60 9 0,280 0,096 62,2 66,3
5% 24 7 0,362 0,144 80,5 82,2
6* 66 7 0,295 0,105 65,6 72,9
7* 45 4,17 0,206 0,123 45,8 50,4
8* 45 9,83 0,269 0,115 59,8 57,8
O 45 7 0,311 0,137 69,1 74,8
10* 45 7 0,338 0,147 75,1 76,7
11* 45 7 0,324 0,137 72,0 76,4
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Bagaco antes do pré-tratamento
nas condigées otimas
4,000 g

Residuo restante apds pré-tratamento
nas condigées otimas

1,664 g

Residuo restante
apos hidrolise
0,110 g

Figura 5.11: Amostras do bagaco antes do pré-tratamento, apds o pré-tratamento e ap6s hidrélise

nas condicdes 6timas do pré-tratamento com H,O, alcalino (RABELO, 2007).

5.4.4. Analise da Composicao Quimica do Bagaco no Processo Otimizado

Apbs o pré-tratamento do bagago nas condigdes Otimas com hidréxido de cdlcio e

peréxido de hidrogénio alcalino, andlises da composi¢do quimica foram realizadas em triplicata

conforme as metodologias descritas no apéndice III, IV e V.

A Tabela 5.11 apresenta a composicao quimica em termos de massa para o bagaco nao

peneirado antes e apds cada pré-tratamento nas condi¢des otimizadas.
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Tabela 5.11: Composi¢cdo quimica do bagaco ndo peneirado antes e apds cada um dos pré-

tratamentos nas condi¢des 6timas.

Composicao do Sem pré- Pré-tratado com Pré-tratado com
BNP tratamento (g) Ca(OH) (g) H,0:; (g)
Massa 100,0 60,9 49,4
Cinza 1,6 £0,1 - -
Extrativos 0,6 +0,3 - -
Lignina total 26,4 +0,2 8,1+0,3 3,7+0,1
Celulose 40,5+ 1,6 40,3 +0,2 39,9 +£0,7
Hemicelulose 245+ 0,4 12,4 +£0,2 5,8+0,5
Total 93,6 £0,5 60,9 £0,4 49,4 +0,2

Observa-se ao analisar a Tabela 5.11 que a massa de celulose restante ao final do
processo de pré-tratamento € praticamente a mesma para os dois pré-tratamentos, ndo havendo
perdas. O pré-tratamento com H,0O, alcalino leva a um material com menor quantidade de lignina
e hemicelulose, o que estd diretamente relacionado a este apresentar maiores rendimentos de

glicose na etapa de hidrolise.

Em relacdo a lignina total, o bagaco pré-tratado com Ca(OH), apresentou uma reducao
de 69,3% deste constituinte. Ja o bagaco pré-tratado com H,0, alcalino apresentou uma reducao

bem mais expressiva: 86,0% da lignina sendo solubilizada/degradada.

A mesma relacdo pode ser observada para a solubilizacdo da hemicelulose com
resultados consideravelmente maiores para o pré-tratamento com H,0O, alcalino. Para o pré-
tratamento com Ca(OH),, 49,4% da hemicelulose foi solubilizada sendo uma solubilizacdo de

76,3% observada para o pré-tratamento com H,O; alcalino.

5.5. Conclusoes

Visando a otimizag¢do das condicdes reacionais do pré-tratamento com hidréxido de
calcio, um planejamento estatistico composto central foi realizado. Para esta etapa, somente o
bagaco ndo peneirado foi considerado, ja que sua utilizagdo leva a um maior aproveitamento da

matéria prima. Além disso, o pré-tratamento com hidréxido de cdlcio proporcionou rendimentos
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de glicose similares para o bagaco nao peneirado e peneirado, de 0,202 g/g biomassa bruta seca e

0,211 g/g biomassa bruta seca, respectivamente.

Os resultados deste novo planejamento mostraram que, na nova faixa estudada do pré-
tratamento com hidréxido de célcio, todas as varidveis foram significativas a 90% de confianga,
sendo que as condi¢des operacionais de 90 h, 90,0°C e 0,47 g/g de cal foram determinadas como

as condi¢des Otimas de pré-tratamento.

Segundo estudos realizados por RABELO (2007), as condi¢des O6timas do pré-
tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino para uma méaxima liberagdo de glicose pode ser

obtida a 25°C, com concentra¢cdo de H,O, de 7,36% por 1 hem pH 11,5.

Os resultados da massa dos acticares liberados ap6s hidrélise enzimética a 50°C e pH 4,8
foram de 0,233 g/g biomassa bruta seca de glicose e 0,188 g/g biomassa bruta seca de xilose, para
o pré-tratamento com hidréxido de célcio e 0,380 g/g biomassa bruta seca de glicose e 0,158 g/g

biomassa bruta seca de xilose para o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino.

O rendimento de glicose no ponto 6timo foi de 51,8% e 83,4% para os pré-tratamentos

com hidréxido de cdlcio e peréxido de hidrogénio alcalino, respectivamente.
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CAPITULO 6

ESTUDO DO AUMENTO DA CONCENTRACAO DE SOLIDOS
NA ETAPA DE PRE-TRATAMENTO

Neste capitulo é apresentado um estudo do aumento da concentragcdo de s6lidos na etapa
de pré-tratamento do bagaco com hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio alcalino. O intuito
desta etapa € visualizar a carga médxima de sélidos possivel para entrada no reator de pré-
tratamento sem que haja um comprometimento no desenvolvimento da etapa de hidrolise

enzimatica e consequentemente no rendimento dos aguicares fermentesciveis.

6.1. Introducao

O bagaco de cana-de-aclcar in-natura apresenta uma baixa densidade, sendo assim
bastante dificil a alimentacdo de altas concentragdes de s6lidos nos reatores de pré-tratamento.
Assim, estudos nesta drea se mostram necessarios, visando o desenvolvimento de equipamentos

capazes de manter alimentacao de forma regular a ambientes pressurizados (BAUDEL, 2006).

A concentracdo maxima de sélidos alimentada ao reator depende de alguns fatores, tais
como o tipo de biomassa, morfologia, distribui¢cdo de formas e tamanho da particula, densidade
aparente, porosidade, tipo de pré-tratamento a ser realizado, finalidade da biomassa pré-tratada,
dentre outros. A alta concentracdo de sdlidos € importante para tornar O processo

economicamente viavel.
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6.2. Materiais

6.2.1. Reagentes e Outros Materiais de Consumo

Para a realizacido dos experimentos de aumento da concentracdo de sélidos na etapa de

pré-tratamento, foram utilizados os reagentes quimicos listados na Tabela 6.1.

Tabela 6.1: Reagentes quimicos utilizados nos experimentos de aumento da concentracdo de

sOlidos na etapa de pré-tratamento.

Reagentes Fabricante Pureza (%)
Acido acético Chemco 99,7
Acido cloridrico Merck 37
Hidréxido de célcio Merck >96
Hidréxido de sédio Nuclear >95
Per6xido de hidrogénio Ecibra 30

Além dos reagentes, as enzimas, previamente analisadas como apresentado nas secoes
3.4.4, 3.4.5 e 3.4.6, e os padrdes cromatogrificos, apresentados na Tabela 3.1 também foram

utilizados.

6.2.2. Equipamentos

Nesta etapa, foram utilizados os seguintes equipamentos:
¢ Balanca analitica da marca Bel Engineering com precisao de + 0,001 g;
e Balanca da marca Marte com precisdo de £ 0,01 g;

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) (em inglés HPLC - High Performance
Liquid Chromatographic) da Waters, com amostrador 717 plus, bomba de inje¢cdo modelo 515,
detector de indice de refracio modelo 410 e UV/Visivel modelo 2489, com software de

integracdo Empower 2;
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e Destilador de dgua tipo Pilsen Q341 da marca Quimis;

¢ Difratometro de raios-X Rigaku Co. DMAXX 2200 (versdo 2.2) com tubo de cobre;
¢ Estufa de secagem especial modelo MA-035/2 da marca Marconi;

e Medidor de pH industrial MPI 2000 da marca MS Tecnopon, com precisdo de 0,01;
e Peneiras circulares

e Reator/fermentador encamisado modelo MA 502/1000 com agitador mecanico modelo MA —

259 da marca Marconi;

e Sistema para purificacdo de dgua Milli-Q® Ultrapure da marca Millipore.

6.3. Procedimento Experimental

6.3.1. Concentracao de Sélidos e Condicoes Operacionais

O estudo do aumento da carga de sélidos durante a etapa de pré-tratamento foi realizado

utilizando as condic¢des 6timas para cada pré-tratamento, como determinadas no Capitulo 5.

Os valores da concentracdo de sdlidos para cada um dos pré-tratamentos foram
determinados através de testes visuais. Foi testada a maxima concentracdo de sélidos possivel
para cada pré-tratamento sem que houvesse prejuizos na homogeneizacio do material,
provocando a sua aderéncia na parede do reator e prejudicando o processo. Além disso, o liquido
reacional foi outro parametro de avaliagdo, ja que este é fundamental para um contato efetivo do

reagente com a biomassa.

Assim, para o hidréxido de cdlcio foram realizados pré-tratamentos nas condig¢des
otimizadas (90 h, 90°C e 0,47 g de cal/g de biomassa seca) variando a concentracio de s6lidos de

4,5,6,7¢e 8% (m/v).

No pré-tratamento com hidréxido de célcio foi observado que o pH do meio € um fator

imprescindivel para que haja uma boa deslignificacdo da biomassa. Assim, a propor¢ao de cal/g
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de biomassa foi mantida e ndo foi levada em consideragdo a diferente concentragdo do reagente

no meio reacional e sim sua propor¢do em relagdo a biomassa.

Para o pré-tratamento com peroxido de hidrogé€nio alcalino, foi estudada uma variacao
na carga de sélidos de 4, 5, 6, 7, 8,9, 10 e 15% (m/v). Foram utilizadas as condi¢des otimizadas

do pré-tratamento, 7,36% (v/v) de per6xido de hidrogénio a 25°C por 1 h.

Segundo estudos realizados por GARCIA (2009), utilizando as condi¢des otimizadas por
RABELO (2007), para o pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino, foi observado que
dobrando a concentragdo de s6lidos no reator e mantendo fixa a concentra¢do de peréxido, nao
observou-se diferenca significativa quanto a liberacdo de glicose apds a etapa de hidrdlise
enzimatica. Assim, foi possivel aumentar a concentracdo de s6lidos no reator mantendo a fixa a
concentracdo de perdxido, obtendo como resultado praticamente o mesmo teor de glicose/g

biomassa bruta seca.

Assim, para o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino, a concentragdo do
meio reacional foi mantida fixa (7,36% (v/v)), variando apenas a concentracdo de sélidos no

reator.

6.3.2. Reacoes do Pré-Tratamento e Analise da Composicio Quimica do

Material

O pré-tratamento foi efetuado segundo a metodologia descrita na se¢do 4.3.1.1. Optou-
se, para este estudo, pelo uso de reatores encamisados com agitador tipo turbina axial, visando
uma melhor homogeiniza¢do do meio. A agitacdo foi mantida fixa para todos os ensaios, sendo

de 300 rpm. Os ensaios foram realizados em triplicata.

Para cada um dos ensaios foi realizada uma andlise da composi¢do quimica do material
visando uma comparacdo entre a concentragdo de sélidos e a eficiéncia do pré-tratamento, ou
seja, composi¢do quimica da biomassa ao final do processo. A andlise foi realizada segundo

metodologia descrita no apéndice 111, IV e V. Para os ensaios do pré-tratamento com hidréxido de
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calcio, a quantidade de cal consumida foi determinada através do pH de neutralizagdo. A

metodologia para essa anélise foi descrita no apéndice X.

6.3.3. Quantificacao da Fracao Liquida do Pré-tratamento

ApO6s a etapa de pré-tratamento variando a concentracdo de sélidos, o liquido reacional
foi separado para andlise quanto ao teor de lignina soldvel e insoldvel, e para quantificacdo dos

carboidratos solubilizados no meio reacional, todas em triplicata.

Para a determinacdo da concentracdo da lignina presente no licor, foi utilizado o método
de precipitacdo da lignina proposto por KIM et. al. (1987). Ressalta-se que, segundo a literatura,
este método para precipitar a lignina € o mais eficiente devido ao seu alto rendimento, cerca de
75 a 85% da massa de lignina presente no licor pode ser precipitada, e devido ao alto grau de

pureza da lignina no produto precipitado (cerca de 1,5 a 2,5% em massa de impurezas).

O método proposto consiste de quatro etapas bésicas: (i) preparacao da amostra do licor
através da separacdo da biomassa obtida apds o pré-tratamento; (ii) precipitacdo da lignina
através da acidificagdo do licor com soluc¢do de acido sulftirico 1,0 mol/L até atingir um pH
proximo de 2; (iii) purificacdo da lignina obtida utilizando uma solucdo aquosa de hidréxido de
s6dio 1 mol/L; e (iv) secagem da lignina a temperatura ambiente. Sendo assim, apds todas essas

etapas foi possivel determinar a massa de lignina insoldvel apds cada um dos pré-tratamentos.

Para a determinag@o da lignina solivel, amostras do liquido reacional foram coletadas,
apos a precipitacdo da lignina, e lidas espectrofotometricamente como descrito na metodologia do

apéndice V, item 5.

Para a quantificacio dos carboidratos presentes no licor de pré-tratamento,
aproximadamente 5,0 mL do liquido reacional foi submetido a reacdo de hidrélise dcida apds
adicdo de 4cido sulfirico até pH 2. Essa etapa € necessdria para garantir que todos os
oligossacarideos presentes no meio fossem hidrolisados a monossacarideos e pudessem assim ser
quantificados. A metodologia para a quantificacao dos carboidratos por CLAE e todo o processo

de hidrdlise acida foi descrito no apéndice V.
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6.3.4. Hidrolise Enzimatica e Quantificacao do Hidrolisado

Para verificagdo das melhores condi¢cdes de pré-tratamento, além da andlise da
composi¢do quimica, foram realizadas hidrélises para todos os ensaios. A metodologia para a
hidrélise foi apresentada na secdo 4.3.2, mantendo fixas as condi¢des operacionais, a
concentracdo de solidos e carga enzimdtica. Os carboidratos liberados apds a hidrdlise enzimética

foram quantificados como descritos na se¢do 4.3.2.1.

6.3.5. Determinacao do Indice de Cristalinidade (Crl)

Sabe-se que a composi¢do quimica de uma biomassa ndo € o unico fator que afeta a
hidrdlise enzimatica, ja que estudos mostram que a digestibilidade de a-celulose pura é menor do

que a da palha de milho pré-tratada (KIM, 2004).

Propriedades fisicas e a microestrutura de celulose estdo entre os principais fatores que
influenciam a hidrélise enzimatica. O indice de cristalinidade € considerado como a propriedade

mais importante dentre todos os fatores.

Neste estudo, o indice de cristalinidade da celulose foi determinado para cada um dos
ensaios e medida por difracdo de raios X operando a 40 kV e 200 mA. Este equipamento utiliza a
radiacdo eletromagnética para determinar os espacos interplanares e a estrutura cristalina do
material. Os substratos celuldsicos apresentam um pico intenso a 22,6°, pico este que representa a

estrutura cristalina do material.

Os espectros de difracdo foram tomados pelo método 0-26, e realizados no Laboratério
de Recursos Analiticos e de Calibragao (LRAC) — FEQ/UNICAMP. Foram realizadas duplicatas
das amostras, escaneadas a 1°/min para 20 = 10-50°, com um tamanho de passo de 0,05°. O
conteddo de dgua retida na amostra foi caracterizado por espalhamento de raios-X, que tem um

maximo em 20 = 28°.

O indice de cristalinidade foi calculado utilizando a Equacao 6.1, empregando para isso

as intensidades de difracdo da estrutura cristalina (plano 002, 20 = 22,5°) e da fragcdo amorfa
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(plano am, 20=18,7°). O CrI foi entdo determinado com a porcentagem de material cristalino e

amorfa presente na biomassa, como é mostrado na Figura 6.1.
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22,5°.

L.m: € a intensidade de difracdo da estrutura amorfa a 20 = 18,7°.
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Figura 6.1: Difratograma DRX de uma amostra de madeira (SEGAL et al., 1959).
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6.4. Resultados e Discussoes

6.4.1. Analise da Composicao Quimica

Os resultados das andlises da composi¢do quimica do bagaco de cana pré-tratado com
hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio alcalino, variando a concentracdo de sélidos, estao
dispostos nas Tabelas 6.2 e 6.3, respectivamente. Os ensaios foram realizados em triplicata. Além
disso, foi disposta nas Tabelas 6.3 e 6.4 a composicao quimica do bagago de cana ndo peneirado,

sem pré-tratamento (BSP).

Analisando a Tabela 6.2 € possivel observar que com o aumento da concentragdo de
sOlidos no reator ocorre uma diminuicao da eficiéncia do processo de pré-tratamento em termo de
retirada de lignina e hemicelulose. Observa-se ainda que nao houve perdas significativas de
celulose em nenhum dos ensaios. Os mesmos efeitos foram observados para o bagago pré-tratado

com peréxido de hidrogénio alcalino (Tabela 6.3).

Resultado semelhante foi observado por LU et al. (2009). Os autores realizaram uma
andlise estatistica do pré-tratamento hidrotérmico catalisado por &cido sulfurico da palha de
canola estudando as varidveis concentragdo de 4cido (0,5-2%, m/m), tempo reacional (5-20 min)
e concentracdo de solidos no reator (5-20%, m/m). Os resultados mostraram que mantendo fixa a
concentracdo de reagente em 1%, e o tempo reacional em 10 min, o aumento da concentragao de
sO0lidos no reator levou a uma diminuicdo da eficiéncia da solubilizagdo da lignina e
hemicelulose. Foi observado um conteddo de celulose no residuo sélido de 62,8 g/100g biomassa
seca para o reator com 5% (m/m) de sélidos, contra 56,9 g/100g biomassa para o residuo do

reator com 20% (m/m) de sélidos.
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Tabela 6.2: Composi¢cdo quimica da biomassa ap0s pré-tratamento com Ca(OH), variando a concentra¢do de solidos.

Concentracao

da biomassa BSP 4% 5% 6% 7% 8%
Massa 100,0 59,0 63,6 64,2 65,4 68,5
Cinza 3,8+0,1 - - - - -
Extrativos 23+0,1 - - - - -
Lignina 258+1,6 7,9+0,16 8,9+0,16 10,0+0,17 11,1 £ 0,28 13,0+0,20
Celulose 39,6 £09 39,0+0,14 39,6+043 39,2+0,18 39,3+0,10 39,4 +0,39
Hemicelulose 239+0,3 12,0+£0,12 144+0,11 151+0,25 156043 16,1 £0,34
Total 954+1,8 589+042 629+0,7 64,3+0,60 66,0+0,82 68,6+0,93

Tabela 6.3:Composicdo quimica da biomassa apds pré-tratamento com H,O, alcalino variando a concentragao de sélidos.

Concentracao

] BSP 4% 5% 6% 7 % 8% 9% 10% 15%
da biomassa
Massa 100,0 45,6 47,4 48,9 53,6 55,9 56,6 57,2 62,3
Cinza 3,8+0,1 - - - - - - - -
Extrativos 2,3+0,1 - - - - - - - -
Lignina 258+1,6 34+£005 4,7+£0,05 5,1+£0,1 5,7+0,12 6,0+0,05 6,3+0,01 6,7+0,13 8,8 +£0,06
Celulose 39,609 37,5+039 374+0,09 38,2+035 39,6+x0,16 39,6+0,03 394+0,85 39,7+0,16 39,7+0,62
Hemicelulose 239+0,3 54+021 64+0,09 7,1 £0,03 95+0,13 11,5+008 11,8+0,19 11,8+1,27 14,1 +£0,50
Total 954+18 463+£0,65 485+023 504+039 548+041 572+£0,16 575+1,05 582+156 62,6+1,18
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Em relacdo a concentracdo de soélidos, foi possivel trabalhar com até 8% (m/v) de
bagaco no pré-tratamento com hidréxido de cédlcio e com até 15% (m/v), para o bagago pré-
tratado com peréxido de hidrogénio alcalino, sem que isso prejudicasse na homogeinizacao do
material. Assim, nota-se que o pré-tratamento com peréxido possibilita uma maior concentracao
de soélidos no reator, que estd diretamente relacionado com o tipo de reacdo ocorrida,
promovendo um arraste do material, minimizando assim os problemas de agitacdo e aderéncia do
material nas paredes do reator. Além disso, o tempo reacional e temperatura do pré-tratamento
com peroxido de hidrogénio alcalino € bem menor que do hidréxido de cdlcio, o que também

pode ser considerado um ponto a favor em relacio a diminui¢do do volume reacional.

Comparando as Tabelas 6.2 e 6.3 nota-se que a composi¢do quimica do bagaco pré-
tratado com hidréxido de cdlcio a uma concentracio de 5% (m/v) de so6lidos € bastante
semelhante a composi¢do quimica do bagago pré-tratado com perdxido de hidrogé€nio alcalino a

15% de soélidos (m/v). Observa-se ainda que a perda de massa nos dois ensaios € bastante similar.

Ainda para estes ensaios, calculando a porcentagem de cada componente tem-se uma
composi¢ao de 14,0 e 14,1% de lignina, 62,3 e 63,7% de celulose e 22,6 e 22,7% de
hemicelulose, para o bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio,

respectivamente.

Assim, nota-se uma clara vantagem do pré-tratamento com perdxido de hidrogénio

alcalino quanto ao processo de deslignificacdo e solubiliza¢do da hemicelulose.

6.4.2. Quantificacao do Licor de Pré-tratamento

As Tabelas 6.4 e 6.5 apresentam o balan¢o de massa para o licor de pré-tratamento. A
concentracdo de glicose, celobiose e S-hidroximetilfurfural foram utilizadas na quantificacao da
celulose hidrolisada no meio. J4 a concentracdo de xilose, arabinose, furfural e acido acético,
determinados também por cromatografica, foram utilizadas para determinar a porcentagem

madssica de hemicelulose solubilizada no licor de pré-tratamento.
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A lignina soldvel e insoldvel, quantificadas por espectroscopia e pesagem,

respectivamente, foram somadas e expressas como lignina total.

Analisando as Tabelas 6.4 e 6.5, nota-se que, para os dois pré-tratamentos, o balanco de
massa nao foi fechado. Isso pode ter ocorrido devido a formacdo de outros compostos apos a

degradacdo da lignina e hemicelulose, ndo sendo estes quantificados.

6.4.3. Digestibilidade da Biomassa

6.4.3.1. Hidrolise do Bagaco Pré-Tratado com Ca(OH),

Para cada um dos ensaios foi realizada a hidrélise enzimética visando a quantificacao
dos agucares. As Figuras 6.2 e 6.3 mostram a concentracdo de glicose e xilose liberadas apods
hidrdlise enzimdtica nas condi¢des operacionais descritas na secdo 4.3.2, apds pré-tratamento
com hidréxido de célcio. Nao foi observado, em nenhum dos ensaios, o acimulo de celobiose no

reator.
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Tabela 6.4: Composicao quimica do licor de pré-tratamento com Ca(OH), variando a concentracio de solidos.

Concentracao da

biomassa 4% 5% 6% 7% 8%
Massa solubilizada (g) 41,0 36,4 35,8 34,6 31,5

Lignina 17,1 £0,62 173024 165+1,55 16,5+0,13 13,2+2,71
Celulose 1,7+0,01 1,7+0,14  09+024 1,1+002 0,9+0,17
Hemicelulose 129+0,12 81+078  78+0,11 70+021 6,6+0,32
Total 31,6 £0,75 27,1+1,15 252190 24,6+0,36 20,7+32

Tabela 6.5: Composicao quimica do licor de pré-tratamento com H,0O, alcalino variando a concentracao de sélidos.

Concentragdo da 4% 5% 6% 7% 8% 9% 10% 15%
biomassa

Massa solubilizada (g) 54,4 52,6 51,1 46,4 44,1 434 42,8 37,7
Lignina 19,4 +£0,20 20,1 +£1,02 18,7+0,71 17,1+0,95 21,8+0,32 19,8+0,89 194+0,69 174+0,34
Celulose 1,1 £0,41 1,2 +0,47 1,4 +£0,49 04+0,72 045+091 0,14+x1,48 0,1 £0,57 nd*
Hemicelulose 175+0,12 169+041 168+0,62 13,7+006 11,4+0,09 12,1+0,32 104+0,42 8,4+0,74
Total 38,0+0,73 382+1,78 369+1,39 312+1,73 33,7132 320+226 299%+1,67 258+1,08

*nd: ndo detectavel
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Figura 6.2: Concentragdo de glicose liberada apds hidrélise enzimdtica do bagaco pré-tratado

com hidréxido de cdlcio variando a concentragao de solidos na etapa de pré-tratamento.
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Figura 6.3: Concentracdo de xilose liberada apds hidrélise enzimatica do bagacgo pré-tratado com

hidréxido de célcio variando a concentracao de s6lidos na etapa de pré-tratamento.
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Analisando a Figura 6.2, nota-se, pelo perfil de hidrdlise, que a concentragdo de glicose
¢ semelhante em todos os ensaios, sendo que a maior liberacdo de glicose ocorreu para o bagaco
pré-tratado com 4% (m/v) de s6lidos e a menor com 8% (m/v) de sé6lidos, 0,236 g/g biomassa

bruta seca e 0,213 g/g biomassa bruta seca, respectivamente.

Ja na Figura 6.3, nota-se que a concentra¢ao de xilose no meio varia de uma forma mais
expressiva que a concentragio de glicose. A medida que aumenta a concentracio de sélidos na
etapa de pré-tratamento, a concentracdo de xilose diminui. Este fato deve ser explicado pela
melhor efetividade do pré-tratamento com menores concentragdes de sélidos, o que proporciona
um material com menor contetido de hemicelulose e lignina (Tabela 6.2), de forma a tornar mais

facil a hidrolise da hemicelulose.

A maior concentragdo de xilose foi obtida trabalhando com 4% de sélidos e a menor
com 7% de sdélidos, sendo de 0,120 g/g biomassa bruta seca e 0,077 g/g biomassa bruta seca,

respectivamente.

A Figura 6.4 apresenta o rendimento global da celulose e hemicelulose, calculado

conforme descrito no apéndice XI, para cada um dos ensaios.
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Figura 6.4: Rendimento global para cada ensaio variando a concentracdo de sélidos no pré-

tratamento com hidréxido de calcio.

O rendimento global da celulose e hemicelulose estdo diretamente relacionados com a
quantidade de celulose ou hemicelulose solubilizadas no pré-tratamento e hidrolisadas apds

hidrdlise enzimética, em relacdo a quantidade inicial presente na biomassa bruta seca.

Através de andlise da Figura 6.4 nota-se que o rendimento da celulose foi de
aproximadamente 50% em todos os ensaios, ou seja, aproximadamente 50% da celulose presente
no bagaco bruto foi solubilizada/hidrolisada. Neste caso nota-se que a variacdo na composi¢cao

quimica do material (Tabela 6.2) ndo proporcionou diferencgas significativas no rendimento.

Assim, o pré-tratamento com hidréxido de cdlcio apresenta uma vantagem em relagdo a
possibilidade de aumentar a concentragdo de sélidos na etapa de pré-tratamento sem que haja

prejuizos considerdveis no rendimento da glicose apds hidrélise enzimatica.

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo 204



Capitulo 6: Estudo do Aumento da Concentracio de Sélidos na Etapa de Pré-Tratamento

6.4.3.2. Hidrolise do Bagaco Pré-Tratado com H,O,

As Figuras 6.5, 6.6 e 6.7 mostram a concentracao de glicose, xilose e celobiose liberadas

apos hidrélise enzimatica nas condicdes operacionais descritas na se¢cdo 4.3.2.
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Figura 6.5: Concentracdo de glicose liberada ap6s hidrélise enzimética do bagago pré-tratado

com perdxido de hidrogénio variando a concentracdo de sélidos na etapa de pré-tratamento.
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Figura 6.6: Concentracdo de xilose liberada apds hidrélise enzimatica do bagago pré-tratado com

perdxido de hidrogénio variando a concentracdo de sélidos na etapa de pré-tratamento.
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Figura 6.7: Concentragcdo de celobiose liberada apds hidrélise enzimética do bagaco pré-tratado

com perdxido de hidrogénio variando a concentragao de sélidos na etapa de pré-tratamento.
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Analisando a Figura 6.5, nota-se, pelo perfil de hidrdlise, que a concentragdo de glicose
foi maior para o ensaio com 4% (m/v) de sélidos, sendo obtidos 0,369 g/g biomassa bruta seca.
Foi possivel observar que para as concentracdes de 4 e 5% (m/v) de sélidos, as concentragdes de
glicose foram ligeiramente maiores do que para os demais ensaios, sendo que os ensaios 6, 7, 8,

9, 10 e 15% apresentaram concentracdes similares.

Os mesmos fatores foram observados para a liberacdo de xilose apds a hidrélise
enzimatica (Figura 6.6). Quanto maior a concentracdo de sélidos na etapa de pré-tratamento,
menor a eficiéncia na liberacdo da xilose. A melhor concentracdo foi obtida para o ensaio com

4% (m/v) de solidos, sendo hidrolisadas 0,086 g de xilose/g biomassa bruta seca.

No perfil de celobiose, como mostra na Figura 6.7, observa-se oscilagdes ao longo do
tempo, sendo que em alguns casos houve acimulo no reator ao final do processo de hidrolise.

Esta quantidade de celobiose também foi considerada no calculo do rendimento de celulose.

A Figura 6.8 apresenta o rendimento global da celulose e hemicelulose para cada um dos
ensaios. Foi observado que para os ensaios com 6, 7 e 8, 9, 10 e 15 % (m/v) de sélidos o
rendimento global de conversao da celulose é praticamente o mesmo. Foram obtidos rendimentos
de 83,9% para o bagaco pré-tratado com 4% (m/v) de sélidos. Este resultado € similar ao obtido
no processo de otimizagcdo do bagaco de cana com perdxido de hidrogénio alcalino, sendo obtido

nesta ocasido rendimento de 83,4% (segdo 5.4.3).

Comparando as Figuras 6.4 e 6.8 € possivel observar que o bagaco pré-tratado com
perdéxido de hidrogénio alcalino leva a rendimentos de glicose maiores em todos os ensaios. Além
disso, sd@o obtidos menores rendimentos de xilose se comparado com o pré-tratamento com
hidréxido de cdlcio, o que era de se esperar, visto que o pré-tratamento com hidréxido de calcio

resulta em biomassa com maior teor de hemicelulose.
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Figura 6.8: Rendimento global para cada ensaio variando a concentracdo de sélidos no pré-

tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino.

6.4.4. Determinacao do Indice de Cristalinidade (CrI)

O 1indice de cristalinidade do material antes e apds cada ensaio foi determinado para
cada pré-tratamento. As Figuras 6.9 e 6.10 mostram os difratogramas de intensidade dos picos em
funcdo do angulo de Bragg 260 para o bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio e peréxido de

hidrogénio alcalino, respectivamente.

A partir destas curvas foram determinados os indices de cristalinidade conforme a
Equacdo 6.1. Sabe-se que o indice de cristalinidade mede a quantidade relativa da celulose
cristalina no sélido total. A medida que a propor¢io da fragdo amorfa presente na biomassa é
solubilizada, observa-se um aumento do indice de cristalinidade da biomassa. Assim, para efetuar
uma correcdo destes indices calculados, foi levado em consideracdo o rendimento da etapa de

pré-tratamento, obtendo assim o novo indice de cristalinidade corrigido.
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Figura 6.9: Difratograma para o bagaco bruto e pré-tratado com hidréxido de cdlcio variando a

concentracao de sélidos.
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Figura 6.10: Difratograma para o bagaco bruto e pré-tratado com peréxido de hidrogénio

alcalino variando a concentracao de sélidos.
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As Tabelas 6.6 e 6.7 apresentam os valores do indice de cristalinidade antes e apds a
correcdo pelo rendimento da etapa de pré-tratamento com hidréxido de cdlcio e per6xido de

hidrogénio alcalino.

Tabela 6.6: Indices de cristalinidade (CrI) para o bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio.

Concentracao de Crl Rendimento CrlI corrigido
solidos (%, m/v) calculado (%) pelo rendimento
4 (*BSP) 45,0 - 45,0
4 68,0 59,0 40,1
5 64,5 63,6 41,0
6 63,1 64,2 40,5
7 62,7 65,4 41,0
8 59,1 68,5 40,5

*BSP — Bagacgo sem pré-tratamento.

Tabela 6.7: Indices de cristalinidade (Crl) para o bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogénio

alcalino.
Concentracao de Crl Rendimento CrlI corrigido
solidos (%, m/v) calculado (%) pelo rendimento
4 (*BSP) 45,0 - 45,0
4 72,0 45,6 32,8
5 69,3 47,4 32,8
6 68,5 48,9 33,5
7 67,2 53,6 36,0
8 66,9 55,9 37,4
9 66,5 56,6 37,6
10 65,8 57,2 37,6
15 64,6 62,3 40,2

*BSP — Bagaco sem pré-tratamento.

Ao analisarmos a Tabela 6.6 observa-se, através do indice de cristalinidade corrigido,

que a medida que aumenta a concentracao de sélidos no reator de pré-tratamento, a cristalinidade
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7z

ndo ¢ afetada de forma expressiva. Além disso, comparando estes indices calculados com o
obtido para o bagaco sem pré-tratamento, nota-se que o pré-tratamento com hidréxido de calcio

ndo apresenta grande influéncia na diminui¢ao da cristalinidade do material.

Para o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino (Tabela 6.7) o indice de
cristalinidade corrigido pelo rendimento aumenta a medida que aumenta a concentracdo de
sOlidos no reator. Além disso, observa-se uma maior influéncia do pré-tratamento na reducio

desta cristalinidade se comparado com o pré-tratamento com hidréxido de célcio.

Este fato pode ser confirmando ao compararmos o indice de cristalinidade do material
obtido apds pré-tratamento com perdxido utilizando uma concentragdao de sélidos de 15% (m/v)
com os valores encontrados para a biomassa pré-tratada com hidroxido de célcio a diferentes

concentracoes de sélidos (Tabela 6.6).

6.4.4.1. Mudanca Composicional e Rendimento Global da Celulose

Para visualizar a relacdo entre o Crl corrigido, o rendimento global da celulose apds
hidrdlise enzimdtica e a porcentagem remanescente de xilana e lignina, as Figuras 6.11 e 6.12
mostram esta andlise comparativa para o pré-tratamento com hidréxido de célcio e perdxido de

hidrogénio alcalino, respectivamente.

Analisando as Figuras 6.11 e 6.12, observa-se que a lignina e xilana remanescentes no
material pré-tratado t€m um importante papel na reagdo de hidrélise enzimatica. Tanto a lignina
quanto a hemicelulose sdo fragdes amorfas da biomassa e estdo intimamente ligadas a cadeia de
celulose. Assim, a remocdo destes faz com que haja um aumento da &rea superficial e da
porosidade da biomassa, facilitando assim o acesso da enzima a celulose, o que
consequentemente aumenta rendimento da hidrélise. Na teoria, a taxa de hidrdlise enzimatica €

proporcional a superficie.

Além disso, observa-se uma relagcdo inversa entre o indice de cristalinidade corrigido e o
rendimento global da hidrélise da celulose, com variacdes mais expressivas para o bagaco pré-

tratado com perdxido de hidrogénio alcalino (Figura 6.12).
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Figura 6.11: Efeito da concentracdo de s6lidos na composi¢do, no indice de cristalinidade

corrigido e rendimento para o bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio.
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Figura 6.12: Efeito da concentracdo de sélidos na composi¢do, no indice de cristalinidade

corrigido e rendimento para o bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino.
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6.5. Conclusoes

Neste capitulo foi estudado o aumento da concentracao de solido durante a etapa de pré-
tratamento com hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio alcalino nas condi¢des previamente

otimizadas.

Foi possivel observar que com o aumento da concentracdo de sélidos para os dois pré-
tratamentos houve uma diminuicdo da eficiéncia do processo de pré-tratamento em relagdo a
deslignificacdo e solubilizacdo da hemicelulose. Em todos os ensaios nao foram observadas

perdas significativas de celulose.

Para o pré-tratamento com hidréxido de cdlcio, a diferenca em rendimento de glicose
quando se aumenta a concentracdo de sOlidos durante a etapa de pré-tratamento nao é tao

significativo quanto para o pré-tratamento com peréxido.

Em relacdo a concentracdo de soélidos, foi possivel trabalhar com até 8% (m/v) de
bagaco no pré-tratamento com hidréxido de cédlcio e com até 15% (m/v), para o bagago pré-
tratado com peréxido de hidrogénio alcalino, sem que isso prejudicasse na homogeinizagao e

desenvolvimento do processo.

Os melhores rendimentos de glicose foram obtidos a uma concentragdo de 4% de sélidos
para os dois pré-tratamentos, sendo de 53,6% para o bagaco pré-tratado com cal e 83,9% para o
perdxido, utilizando uma carga enzimdtica de 3,5 FPU/g bagaco seco pré-tratado e 1,0 CBU/g

bagaco seco pré-tratado.

Na andlise para determinacdo do indice de cristalinidade foi observado que o indice de
cristalinidade corrigido pelo rendimento da etapa de pré-tratamento aumenta com o aumento da
concentracdo de sélidos no reator, sendo fortemente influenciado pela composicdo quimica da
biomassa. Foi observado que os indices sdo menores para o pré-tratamento com perdxido de

hidrogénio alcalino do que para o bagacgo pré-tratado com hidréxido de calcio.

Assim, para os proximos estudos, a concentracdo de s6lidos na etapa de pré-tratamento,
para os dois agentes estudados foi mantida fixa em 4% (m/v) de s6lidos, uma vez que esta
concentracdo levou a uma maior deslignificacdo e solubilizacdo da hemicelulose, além de maior

rendimento na etapa de hidrdlise enzimatica.
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CAPITULO 7

OTIMIZACAO DA CARGA ENZIMATICA

Neste capitulo € apresentado um estudo da otimiza¢do da carga enzimdtica para a
hidrélise do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio alcalino nas
condi¢cdes previamente otimizadas. O intuito desta etapa foi determinar a carga enzimética
minima capaz de levar a um alto rendimento de agucares fermentesciveis. O efeito da carga
enzimatica no rendimento de agucares fermentesciveis foi estudado através de andlises utilizando
o planejamento composto central (superficie de resposta) para determinar a quantidade 6tima de

celulase e B-glicosidase em cada um dos pré-tratamentos desenvolvidos.

7.1. Introducao

A sacarificagdo da celulose proveniente de materiais lignocelulésicos tem despertado
grande interesse para a producdo de etanol de segunda geracdo. No entanto, apesar de muitos
estudos, as caracteristicas do substrato que atribuem maior eficiéncia a taxa de hidrdlise da
celulose ndo estdo totalmente compreendidas. Algumas das caracteristicas mais influentes
incluem a acessibilidade, o grau de cristalinidade, o grau de polimerizacdo e a distribuicdao da

lignina (PALONEN et al, 2004).

Além disso, bioprocessos baseados na hidrélise enzimdtica requerem substratos
produzidos com a qualidade adequada, que propicie melhores rendimentos do processo. A

hidrdlise da biomassa pré-tratada com hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio alcalino é
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afetada por caracteristicas estruturais resultantes destes tratamentos. CHANG e HOLTZAPPLE

(2000) relataram correlagdes entre a digestibilidade enzimatica e trés fatores estruturais: teor de

lignina, cristalinidade e contetido de acetil. Os pesquisadores observaram que (i) uma extensa
deslignificacdo da biomassa € suficiente para obtencao de alta digestibilidade, independentemente
do teor de acetil e cristalinidade, (ii) o processo de deslignificacdo e desacetilagdo removem
barreiras fisicas a hidrdlise enzimatica, e (iii) a cristalinidade afeta significativamente as taxas de
hidrdlise na etapa inicial, mas apresenta um menor efeito no rendimento final dos agucares. Estes
resultados indicam que um processo de pré-tratamento eficaz deve remover todos os grupos acetil

e reduzir o teor de lignina para cerca de 10% na biomassa pré-tratada.

Apesar de intensos estudos, varios fatores ainda impedem uma utilizagdo em larga escala
dos materiais lignoceluldsicos para producao de combustivel liquido. O principal obsticulo é a
necessidade de altas concentragdes de enzima, a fim de obter uma alta conversao de celulose em
glicose, juntamente com o longo tempo de processo, devido a rdpida diminui¢do da taxa de
hidrélise (SHEEHAN e HIMMEL, 1999). Além disso, o processo de reciclagem da enzima é

bastante dificil, uma vez que estas se adsorvem no material lignoceluldsico residual.

A fim de tornar a hidrdlise de celulose para producao de etanol economicamente vidvel é
de suma importancia identificar a carga enzimdtica necessdria para aumentar a eficicia do
processo. A hidrélise da celulose em glicose depende da sinergia de trés enzimas do complexo
celulolitico: B-1,4-glicanase (EC 3.2.1.4), B-1,4-exoglicanase (EC 3.2.1.91) e celobiase/pB-
glicosidase (EC 3.2.1.21) (TOLAN e FOODY, 1999). No entanto, o complexo celulolitico mais
utilizado, de Trichoderma reesei, € pobre em celobiase e, portanto, restringe a conversao da
celobiose a glicose, causando uma inibi¢do pelo produto. Portanto, uma quantidade extra desta

enzima pode ser necessaria para melhorar o rendimento da hidrélise enzimatica.

Paralelamente, estudos tém sido realizados na busca de enzimas capazes de hidrolisar a
celulose de maneira cada vez mais efetiva, seja pela otimizacdo de processos fermentativos, pela
combinacdo de enzimas para a obtencdo de complexos celuloliticos mais eficientes ou pelo

melhoramento de espécies através de métodos de engenharia genética (IMAI et al., 2004).

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo 215



Capitulo 7: Otimiza¢do Da Carga Enzimatica

7.2. Materiais

7.2.1. Reagentes e Outros Materiais de Consumo

Para a realizac@o dos experimentos de otimizacao da etapa de hidrdlise enzimética foram
utilizadas as enzimas celulase e B-glicosidase, previamente analisadas conforme apresentado nas
secoes 3.4.4, 3.4.5 e 3.4.6, e padrdes cromatograficos para quantificacdo dos agucares liberados

ap6s hidroélise, como apresentados na Tabela 3.1.

Foi utilizado, como matéria prima, o bagaco pré-tratado nas condi¢des otimizadas para
cada agente, como descrito na se¢do 5.4.2.2 (hidr6xido de célcio) e 5.4.3 (per6xido de hidrogénio
alcalino). Foi utilizada, em ambos os casos, uma concentracdo de solidos na etapa de pré-
tratamento de 4% (m/v), como determinado anteriormente na secdo 6.4.3.1, para pré-tratamento

com hidréxido de célcio e 6.4.3.2, para pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino.

A Tabela 7.1 apresenta os reagentes utilizados nesta etapa.

Tabela 7.1: Reagentes utilizados nos experimentos de otimiza¢do da carga enzimaética.

Reagentes Fabricante Pureza (%)
Acido citrico monohidratado Dinamica 99.5
Acido cloridrico Merck 37
Azida de sodio Vetec 99.0
Hidroéxido de sédio Nuclear >95
7.2.2. Equipamentos

Nesta etapa, foram utilizados os seguintes equipamentos:
¢ Balanca analitica da marca Bel Engineering com precisao de + 0,001 g;
e Balanca da marca Marte com precisao de + 0,01 g;

¢ Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) (em inglés HPLC - High Performance

Liquid Chromatographic) da Waters, com amostrador 717 plus, bomba de inje¢cdo modelo 515,
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detector de indice de refracio modelo 410 e UV/Visivel modelo 2489, com software de

integracdo Empower 2;

e Destilador de dgua tipo Pilsen Q341 da marca Quimis;

¢ Estufa de secagem especial modelo MA-035/2 da marca Marconi;

¢ Incubadora refrigerada com agitacdo, modelo MA-832 da marca Marconi com precisdo de +
0,1°C;

e Medidor de pH industrial MPI 2000 da marca MS Tecnopon, com precisdo de 0,01;

e Peneiras circulares;

e Sistema para purificacdo de dgua Milli-Q® Ultrapure da marca Millipore.

7.3. Procedimento Experimental

7.3.1. Otimizacao da Hidrdlise Enziméatica

Para a otimizacdo da etapa de hidrdlise enzimatica foi utilizada uma concentracdo de 3%
(m/v) de bagaco pré-tratado em cada uma das condi¢des otimizadas. Segundo estudos realizados
por GARCIA (2009) e GARZON FUENTES (2009), uma concentracao de 3% de solidos €
eficiente na liberacdo dos agucares fermentesciveis sem que haja um grande comprometimento

devido ao acuimulo de celobiose no meio reacional.

Ao material pré-tratado foi adicionado 100 mL de tampao citrato 0,05 mol/L com 0,07 g
de azida de sédio. Nesta etapa optou-se por utilizar o tampao citrato para facilitar o controle do
pH do meio e a azida foi utilizada como antibidtico, uma vez que, com o aumento da
concentracao de solidos, a concentracao de acticar no meio reacional aumenta consideravelmente,

o que poderia propiciar o crescimento de microrganismos fermentativos.

O meio reacional teve o pH ajustado para 4,8 e as condi¢des de temperatura e agitacao

mantidas a 50°C e 150 rpm. A cada ensaio foram adicionadas diferentes concentragdes de
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celulase e P-glicosidase de acordo com o planejamento composto central 2%, com trés pontos

centrais, como mostrado na Tabela 7.2.

Tabela 7.2: Fatores codificados e valores reais para a otimizacao da hidrélise enzimatica.

Niveis
Fatores -1,41 -1 0 +1 +1,41
Celulase (FPU/g biomassa seca pré-tratada) 3,5 12,7 35 57,3 66,5

B-glicosidase (CBU/g biomassa seca pré-tratada) 0 1,3 25 42,7 50

Foi estipulado como valor minimo para a celulase a quantidade de enzima utilizada nos
estudos anteriores e para a PB-glicosidase, a ndo adi¢do desta enzima, uma vez que ela ja estd
presente no complexo celulolitico comercial e objetiva-se avaliar a real importancia de adiciona-

la de fontes externas para o aumento da concentracao dos acticares fermentesciveis.

Aliquotas foram retiradas ao longo da reacdo e fervidas para a desnaturacdo das
enzimas, sendo posteriormente submetidas a quantificacdo dos agucares por CLAE, como

descrito na secdo 4.3.2.1.

7.4. Resultados e Discussoes

7.4.1. Rendimentos da Hidrolise Enzimatica

Na Tabela 7.3 é apresentada a matriz de planejamento com as respostas do rendimento
da hidrdlise enzimadtica para a glicose e xilose. Neste caso optou-se por utilizar o rendimento da
hidrdlise como varidvel de resposta e ndo o rendimento global do processo, uma vez que a etapa
de pré-tratamento ja se encontrava otimizada. Os célculos foram realizados segundo equagdes

descritas no apéndice XI. Os melhores resultados foram marcados em negrito.
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Tabela 7.3: Matriz de planejamento apresentando os rendimentos de glicose e xilose apds hidrélise do bagago pré-tratado com

hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio alcalino.

Rendimento da hidrolise

Rendimento da hidrolise

Ensaios Celulase (FPU/g biomassa B-glicosidase (CBU/g glicose (%) xilose (%)

seca pré-tratada) biomassa seca pré-tratada) Hidréxido Peréxidode Hidréxido Peroéxido de
de calcio hidrogénio de calcio  hidrogénio

1 12,7 7.3 85,0 100 88,7 99,1

2 12,7 42,7 85,3 98,3 89,0 85,5

3 57,3 7,3 86,8 97,3 89,7 86,1

4 57,3 42,7 86,8 95,4 89,1 64,5

5 3,5 25 70,3 100 82,3 36,6

6 66,5 25 88,7 92,3 89,7 49,9

7 35,0 0 84,0 88,5 89,7 63,0

8 35,0 50 84,8 92,9 89,5 60,9

9 (0) 35,0 25 85,9 98,3 89,4 48,7

10 (C) 35,0 25 85,8 97,9 89,6 48,5

11 (C) 35,0 25 86,1 98,5 89,9 47,7
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Analisando a Tabela 7.3 pode-se notar que a maior producao de glicose para o bagaco
pré-tratado com hidréxido de célcio foi observada no ensaio 6, trabalhando com a maior carga
enzimatica estudada neste planejamento, 66,5 FPU/g biomassa seca pré-tratada e 25 CBU/g
biomassa seca pré-tratada para celulase e B-glicosidase, respectivamente. Nota-se um rendimento

de hidrélise de 88,7%.

Para a xilose, altos rendimentos foram obtidos em todos os ensaios, sendo minima a

diferenca entre as concentragdes, ndo se apresentando significativas.

Para o bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogénio alcalino, foi possivel observar
100,0% de rendimento de hidrélise para a glicose em dois ensaios, ambos com baixa carga
enzimdtica de celulase e B-glicosidade (ensaios 1 e 5). Em relagdo ao rendimento de xilose,
observa-se que a maior liberacdo também ocorreu para o ensaio 1, tendo sido praticamente toda a
hemicelulose remanescente no material pré-tratado hidrolisada durante esta etapa, com

rendimento de 99,1%.

Comparando os dois pré-tratamentos, observa-se que o peréxido de hidrogénio alcalino
leva a maiores rendimentos de glicose utilizando menores cargas enzimaticas. Isso se deve ao
fato do material apresentar uma composicdo quimica mais favordvel, com menores teores de
lignina e hemicelulose, o que acaba dificultando o processo de hidrélise no caso do pré-
tratamento com hidréxido de céalcio, além disso, fatores como indice de cristalinidade, aumento

da porosidade do material, dentre outros, devem estar relacionados.

Observa-se ainda na Tabela 7.3 que, comparando-se os ensaios 1 com 3, os ensaios 2
com 4 e os ensaios 5 com 6, pode-se concluir que, mantendo a concentracdo de B-glicosidase fixa
e aumentando-se a concentracdo de celulase, o rendimento de glicose aumenta para o pré-
tratamento com hidréxido de célcio e diminui para o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio
alcalino. O comportamento no caso do pré-tratamento com hidréxido € esperado e similar ao
reportado por ZHANG et al. (2010) para sabugo de milho pré-tratado com imersao em amodnia
aquosa. A biomassa pré-tratada com peréxido se comporta de forma completamente diferente e
os resultados sdo similares aos obtidos por GARCIA (2009) usando bagaco com caracteristicas

diferentes e diferentes faixas de concentracdo enzimaética.
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Comparando os ensaios 1 com 2, os ensaios 3 com 4 e os ensaios 7 € 8 com 0s ensaios
de ponto central, vemos que quando mantemos a concentracao de celulase fixa e aumentamos a
concentracdo de B-glicosidase, ndo se observa praticamente variagdo no rendimento de glicose
para o bagaco pré-tratado com hidréxido de cdlcio. Uma explicagao possivel para este fato € a
alta afinidade que a lignina tem pela B-glicosidase (HUANG e PENNER, 2002). Grandes
concentracdes de B-glicosidase provavelmente levam a alta adsor¢c@o desta enzima pela lignina
residual, o que acaba ocasionando em um recobrimento do material lignocelulésico, diminuindo
os sitios ativos e impedindo o ataque da enzima a celulose. Para o pré-tratamento com peréxido
vemos aumento do rendimento s6 na comparagdo entre o ensaio 7 (sem adi¢do de B-glicosidase
de outra fonte) e os ensaios de ponto central (25 CBU/g biomassa de B-glicosidase). Além desta
concentracdo, o aumento da quantidade de B-glicosidase ocasiona diminuicao do rendimento em

glicose.

A Figura 7.1 mostra o rendimento global do processo para a celulose, considerando nao
somente a glicose liberada no meio, mas também a celobiose. Foi possivel observar que, em
todos os ensaios, o rendimento para o bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogénio alcalino é
maior que do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio. De uma forma geral, os hidrolisados
do bagaco pré-tratado com perdxido apresentaram um maior acimulo de celobiose no meio
reacional, quando comparado com o mesmo ensaio para o bagaco pré-tratado com hidréxido de

calcio.
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Figura 7.1: Rendimento global da celulose para o bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio e

peroxido de hidrogénio alcalino.

O maior rendimento global, no caso do pré-tratamento com hidréxido, foi obtido no
ensaio 3, sendo que 88,9% da celulose presente no material bruto foram convertidas em glicose e
celobiose apds hidrélise enzimdtica. J4 para o bagago pré-tratado com peréxido, novamente os

ensaios 1 e 5 apresentaram-se com os melhores rendimentos, 95,7 € 95,6%, respectivamente.

7.4.2. Andlise Estatistica do Rendimento de Hidrdlise para a Glicose em
Relacdo a Variacdo da Carga Enzimatica para o Pré-Tratamento com

Ca(OH)2

Para todos os ensaios, a concentragdo dos carboidratos liberadas em fun¢do do tempo de
hidrélise, foram analisada. A Figura 7.2 (a-i) mostra estes perfis de hidrélise para todos os
ensaios. A metodologia experimental para a quantificacdo dos acticares foi descrita na segcdo

4.3.2.1.
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Figura 7.2: Perfis de hidrdlise para a variacao de carga enzimdtica da celulase e da B-glicosidase

do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio.

Baseando-se nos perfis de hidrélise de cada um dos ensaios, o rendimento da hidrélise
para a glicose e xilose foram calculados e utilizados como resposta para a andlise estatistica.
Optou-se por realizar a andlise estatistica apenas da glicose, j4 que serd este o carboidrato

utilizado para a producgao de etanol de segunda geracao

A andlise dos efeitos principais e de intera¢do das varidveis para a etapa de otimizacao
da carga enzimdtica do bagacgo pré-tratado com hidréxido de cdlcio pode ser vista na Tabela 7.4,

utilizando os rendimentos de glicose dispostos na Tabela 7.3.
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Tabela 7.4: Andlise dos efeitos principais e de interacdo das varidveis considerando a varia¢do da

carga enzimadtica para o pré-tratamento com Ca(OH),.

Coeficiente de Erro (2) p
Regressao padrao

Média 86,0 0,0962 893,2 0,000001*
(1) Celulase (g/g) (L) 3,67 0,118 62,2 0,000258%*
Celulase (g/g) (Q) -2,22 0,140 -31,6 0,000999%*
(2) p-Glicosidase (g/g) (L) 0,161 0,118 2,73 0,112
B-Glicosidase (g/g) (Q) 0,224 0,140 3,19 0,0860*
1L * 2L -0,0748 0,167 -0,897 0,464

* Valores estatisticamente significativos a 90% de confianca (p < 0,10)

Analisando a Tabela 7.4, nota-se que o efeito linear da B-glicosidase e a interacdo das

enzimas nao se mostraram estatisticamente significativos a 90% de confianga. Para analisar a

resposta do experimento através da superficie de resposta, os coeficientes ndo significativos

foram eliminados e o modelo foi entdo descrito pelos coeficientes mostrados na Tabela 7.5.

Tabela 7.5: Anélise de regressao dos coeficientes das varidveis considerando a varia¢do da carga

enzimatica para o pré-tratamento com Ca(OH),.

Coeficiente de Erro
~ ~ t(2) p
Regressao padrao
Média 86,0 0,0962 893,2 0,000001
(1) Celulase (g/g) (L) 3,67 0,118 62,2 0,000258
Celulase (g/g) (Q) -2,22 0,140 -31,6 0,000999
(2) B-Glicosidase (g/g) (Q) 0,224 0,140 3,19 0,0858

A andlise da variancia (ANOVA) é apresentada na Tabela 7.6.
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Tabela 7.6: Andlise da variancia (ANOVA) para o estudo da variacao da carga enzimdtica para o

pré-tratamento com Ca(OH),.

Soma Graus de Média

Fonte de Variacao Quadratica Liberdade Quadratica Teste K
Regressio (R) 140,0 3 46,7 3,37
Residuos (1) 96,8 7 13,8 696,432
Falta de ajuste (faj) 96,8 5 19,4
Erro puro (ep) 0,0556 2 0,027
Total (T) 236,8 10
% de variagdo explicada (R”) 59,12
% méxima de varia¢do explicavel 99,98

1: Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*F(tab.)3 7 = 3,07 no nivel de 90% para a regressao

*F(tab.)s 2 = 9,29 no nivel de 90% para a falta de ajuste

*Valores calculados pelo software STATISTICA 7.0.

Analisando os dados da Tabela 7.6 é possivel verificar que o modelo estatistico proposto
nao pode ser utilizado para fins preditivos, uma vez que o teste F para a falta de ajusto nao foi
satisfeito. Observa-se que o teste F calculado para verificar a regressao do modelo apresentou um
valor de 3,37 que é maior que o valor tabelado (F(tab.)s; 7 = 3,07), sendo esta condi¢do satisfeita.
Em contrapartida, o modelo estudado apresenta evidéncias de falta de ajuste, pois o teste F
calculado apresentou um valor de 696,43, sendo este valor bem maior que o valor tabelado

(F(tab.)s» =9,29).

Este resultado era esperado, ja que a faixa de variacdo de carga enzimdtica é grande,
ocasionando alta ndo linearidade na resposta, que ndo pode ser descrita por um modelo estatistico
simples de segunda ordem como o proposto. No trabalho de RIVERA et al. (2010) mostramos
que este problema pode ser resolvido usando redes neurais para modelar o comportamento do
rendimento de glicose em funcdo das cargas de celulase e B-glicosidase. A superficie de resposta

pode entdo ser tragada usando o modelo neural e o rendimento 6timo obtido.
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Mesmo o modelo proposto para a otimizacdo da carga enzimdtica utilizando o bagaco
pré-tratado com hidréxido de célcio ndo podendo ser usado para fins preditivos, a superficie de
resposta foi tragada, uma vez que o comportamento qualitativo pode ser avaliado. A Figura 7.3
apresenta a superficie de resposta para o rendimento de glicose variando a carga enzimatica da

hidrélise do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio.
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Figura 7.3: Superficie de resposta para o rendimento de glicose variando a carga enzimatica da

hidrélise do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio.

Ao analisar a superficie de resposta da Figura 7.3 podemos perceber uma ampla faixa de
condi¢Oes reacionais para maximizar o rendimento de glicose. De uma forma geral, o aumento da
concentracdo da enzima celulase proporciona rendimentos ligeiramente maiores, podendo-se até

observar uma possivel maximizagao da resposta uma vez que a curva se apresenta praticamente

estavel no ponto maximo.

Como observado anteriormente na Tabela 7.3, mantendo fixa a concentracdo da enzima
celulase e variando a concentracgdo de -glicosidase, como ocorre nos ensaios 1 €2,3e4,7¢e 8,0

rendimento de glicose apds a hidrdlise € praticamente 0 mesmo. O mesmo nao ocorre quando se

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo 227



Capitulo 7: Otimizacao Da Carga Enzimatica

mantém fixa a concentragdo de B-glicosidase e se varia a concentracdo da celulase, o que
ocasiona aumento no rendimento em glicose. Isso mostra que o efeito da enzima B-glicosidase é

realmente bem menos expressivo do que a enzima celulase.

7.4.3. Analise Estatistica do Rendimento de Hidrolise para a Glicose em

Relacio a Variacao da Carga Enzimatica para o Pré-Tratamento com H,O,

A Figura 7.4 (a-1) mostra os perfis de hidrélise para a concentragdo dos carboidratos

liberadas em fun¢ao do tempo de hidrélise.
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Figura 7.4: Perfis de hidrdlise para a variacao de carga enzimdtica da celulase e da B-glicosidase

do bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino.

Baseando-se nos perfis de hidrdlise de cada um dos ensaios, os rendimentos da hidrélise

para a glicose foram calculados e utilizados como resposta para a andlise estatistica.

A andlise dos efeitos principais e de

interacdo das varidveis para a etapa de otimizagao

da carga enzimadtica do bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogénio alcalino pode ser

visualizada na Tabela 7.7, utilizando os rendimentos de glicose dispostos na Tabela 7.3.

Tabela 7.7: Andlise dos efeitos principais e de interacdo das varidveis considerando a variacdo da

carga enzimadtica para o pré-tratamento com H,0O,.

Coeficiente de Erro (2) p
Regressao padrao

Média 98,2 0,176 556,9 0,000003*
(1) Celulase (g/g) (L) -2,06 0,216 -19,1 0,00274*
Celulase (g/g) (Q) 0,0415 0,257 0,323 0,778
(2)B-Glicosidase (g/g) (L) 0,330 0,216 3,05 0,0929%*
B-Glicosidase (g/g) (Q) -2,68 0,257 -20,9 0,00229%*
1L * 2L -0,0500 0,306 -0,327 0,775

* Valores estatisticamente significativos a 90% de confianca (p < 0,10)
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Analisando a Tabela 7.7 nota-se que o efeito quadritico da celulase e interacdo das
enzimas ndo se mostraram estatisticamente significativos a 90% de confianca. Para analisar a
resposta do experimento através da superficie de resposta, os coeficientes ndo significativos

foram eliminados e o modelo foi entdo descrito pelos coeficientes mostrados na Tabela 7.8.

Tabela 7.8: Anélise de regressdo dos coeficientes das varidveis considerando a variacdo da carga

enzimatica para o pré-tratamento com H,O.

Coeficiente de Erro (2) p
Regressao padrao
Média 98,3 0,128 765,6 0,000002
(1) Celulase (g/g) (L) -2,06 0,216 -19,1 0,00274
(2)B-Glicosidase (g/g) (L) 0,329 0,216 3,05 0,0928
B-Glicosidase (g/g) (Q) -2,70 0,246 -21,9 0,00207

Para analisar a predicao do modelo a ser proposto, foi calculada a variancia (ANOVA),

como mostra a Tabela 7.9.

Analisando a ANOVA da Tabela 7.9 € possivel perceber que o modelo ndo pode ser
usado para fins preditivos, uma vez que ndo satisfaz os requisitos necessdrios de validacdo dos

dois testes F.

O teste F calculado para verificar a regressdo do modelo apresentou um valor de 3,49
que € maior que o valor tabelado (F(tab.); 7 = 3,07), sendo assim, a equa¢ao do modelo quadratico
ndo apresenta problemas com a regressao. Entretanto, o modelo estudado apresenta evidéncias de
falta de ajuste, pois o teste F calculado apresentou um valor de 113,78, sendo este maior que o

valor tabelado (F(tab.)s, = 9,29).

O modelo proposto pode ser usado para tracar a superficie de resposta, mas nao utilizado
para a predicdo ou para fins de otimizacdo. A superficie de resposta para o rendimento de glicose

€ representada na Figura 7.5.
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Tabela 7.9: Andlise da variancia (ANOVA) para o estudo da variacdo da carga enzimética para o
pré-tratamento com H,O,.

Fonte de Variacao Soma Graus de Média Teste F
Quadratica  Liberdade Quadratica
Regressio (R) 79,7 3 26,6 3,49'
Residuos (r) 53,3 7 7,61 113,78

Falta de ajuste (faj) 53,1 5 10,6

Erro puro (ep) 0,187 2 0,0933

Total (T) 133,0 10

% de variacao

explicada (R?) 59,9

% maxima de
varia¢do explicdvel 99,9

1: Teste F calculado para verificar a significancia estatistica do modelo
2: Teste F calculado para verificar a falta de ajuste do modelo
*F(tab.); 7 = 3,07 no nivel de 90% para a regressao

*F(tab.)s 2 = 9,29 no nivel de 90% para a falta de ajuste

*Valores calculados pelo software STATISTICA 7.0.
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Figura 7.5: Superficie de resposta para o rendimento de glicose variando a carga enzimatica da

hidrélise do bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogénio alcalino.
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Ao analisarmos as superficies de resposta da Figura 7.5 pode-se perceber que os maiores
rendimentos de glicose sdo observados quando se trabalha com baixas cargas de celulase e cargas

intermedidria de B-glicosidase.

Se compararmos este resultado obtido com o resultado do bagaco pré-tratado com
hidréxido de célcio, nota-se que para o peréxido de hidrogénio alcalino um aumento da
concentracdo de B-glicosidase apresenta um efeito mais significativo do que para o hidréxido de
calcio. Em contrapartida, a enzima celulase € mais importante, em termos de quantidade, para o

bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio.

Todos estes fatores apresentam relagdo direta com a composi¢do quimica do material.
Como o bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino apresenta uma menor
quantidade de hemicelulose e lignina na sua composi¢do, a carga enzimdtica para altos
rendimentos do processo é muito menor, mas sendo de suma importancia a enzima -glicosidase,
ja que a hidrdlise ocorre de forma mais rdpida sendo necessdria a presenca desta para nao limitar

a conversao da celobiose em glicose, minimizando assim seu acimulo no meio reacional.

Para o bagaco pré-tratado com cal, a conversdo ocorre de forma menos acelerada,

necessitando de mais enzima celulase uma vez que parte dessa pode ficar retida na lignina.

7.4.4. Otimizacao da Hidrdlise Enzimatica

Como o objetivo principal deste capitulo é maximizar a producdo de glicose para os dois
pré-tratamento, foram realizados novos experimentos com diferentes cargas enzimadticas, com

base nos perfis das superficies de resposta das Figura 7.3 e 7.5.

A quantidade de carga enzimadtica utilizada nesses novos testes e os rendimentos de
glicose e xilose apds hidrdlise enzimatica sdo apresentadas na Tabela 7.10, para o bagago pré-
tratado com hidréxido de cdlcio e na Tabela 7.11, para o bagaco pré-tratado com peréxido de
hidrogénio alcalino. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os melhores

resultados marcados em negrito.

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo 233



Capitulo 7: Otimizacdo Da Carga Enzimatica

Tabela 7.10: Rendimentos de glicose no processo de otimizacao enzimatica do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio.

Rendi to de gli Rendi to de xil
Ensaios Celulase (FPU/g) B-Glicosidase (CBU/g) endimento de grcose na endimento ¢e xr'ose ha

hidrolise (%) hidrolise (%)
1 30,0 0 75,3 £0,54 72,3 +0,21
2 30,0 25,0 87,0 +£0,48 86,2 +0,05
3 50,0 0 80,7 £ 0,46 92,3 +0,19
4 50,0 25,0 90,8 + 0,38 95,6 £0,13
5 70,0 0 76,6 £0,32 91,5 £0,53
6 70,0 25,0 83,9 +£0,72 95,7 +0,22
7 90,0 0 76,5 £0,77 100,0 = 0,55
8 90,0 25,0 84,1 £0,31 100,0 0,66

Tabela 7.11: Rendimentos de glicose no processo de otimizacdo enzimdtica do bagago pré-tratado com peréxido de hidrogénio

alcalino.

Ensaios  Celulase (FPU/g) B-Glicosidase (CBU/g)

Rendimento de glicose na

Rendimento de xilose na

hidrélise (%) hidrélise (%)
1 12,7 0 75,2 +0,74 82,4 £0,36
2 12,7 25,0 100,0 = 0,08 98,7 £ 0,57
3 3,5 0 46,7 0,19 24,4 + 0,61
4 3,5 25,0 100,0 = 0,01 31,1 £0,20
5 1,0 0 15,4 £0,05 0,972 +0,49
6 1,0 25,0 6,4 + 0,08 7,34 + 0,44
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Os novos resultados mostram que a quantidade de enzima necessdria para obter o
méximo rendimento de glicose para o bagacgo pré-tratado com hidréxido € 50,0 FPU/g de bagaco
seco pré-tratado de celulase e 25 CBU/g de bagaco seco pré-tratado de P-glicosidase, com
rendimentos de 90,8% glicose e xilose 95,6% (Tabela 7.10). Concentracdo de celulase de 70
FPU/g de bagago causou uma diminuicao no rendimento em relacdo ao rendimento obtido com
50 FPU/g, o que mostra que mesmo no caso do pré-tratamento com cal, a partir de uma dada

concentracao o aumento ha carga enzimética é prejudicial.

Para bagago pré-tratado com peréxido de hidrogénio, duas opg¢des sdo possiveis:
trabalhar com 12,7 FPU/g bagaco seco pré-tratado e 25 CBU/g bagaco seco pré-tratado ou 3,5
FPU/g bagaco seco pré-tratado e 25 CBU/g bagaco seco pré-tratado, ambos com 100,0% de

rendimento de glicose durante a etapa de hidrélise enzimética (Tabela 7.11).

Quando a glicose e xilose sao agucares de interesse, o primeiro caso, ensaio 2, ¢ o mais
recomendado, pois proporciona rendimentos de 100,0% de glicose e 98,7% de xilose. Sendo
apenas a glicose o agucar de interesse para a fermentagdo, pode-se escolher o segundo caso
(ensaio 4), obtendo-se assim rendimentos de 100,0% de glicose e 31,1% de xilose. E importante
observar que para os dois pré-tratamentos, o resultado apresentado nas superficies de resposta

(Figuras 7.3 e 7.5) foram consistentes com estes novos resultados.

7.5. Conclusoes

Neste capitulo o efeito da carga enzimaética na liberacao dos agicares fermentesciveis foi
avaliado. O efeito da carga enzimatica foi estudado através de andlises utilizando o planejamento
composto central (superficie de resposta), considerando como fatores a concentracdo de celulase
e B-glicosidase. Os experimentos foram realizados utilizando bagago ndo peneirado pré-tratado
com hidréxido de cdlcio e peréxido de hidrogénio alcalino nas condicdes previamente

otimizadas.
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Os modelos estatisticos mostraram evidéncia de falta de ajuste a 90% de confianca para
os dois pré-tratamentos. Superficies de reposta foram tragadas e utilizadas como perfil qualitativo

para um novo estudo.

Os novos resultados mostram que a quantidade de enzima necessdria para obter o
méximo rendimento de glicose para o bagacgo pré-tratado com hidréxido € 50,0 FPU/g de bagaco
seco pré-tratado de celulase e 25 CBU/g de bagaco seco pré-tratado de [-glicosidase, com

rendimentos de 90,8% glicose e xilose 95,6%.

Para bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio, quando a glicose e xilose sdo
acucares de interesse, € interessante trabalhar com 12,7 FPU/g de bagaco seco pré-tratado de
celulase e 25 CBU/g de bagaco seco pré-tratado de B-glicosidase, ja que esta carga proporciona
rendimentos de 100,0% de glicose e 98,7% de xilose. Sendo apenas a glicose o acucar de
interesse para a fermentacdo, pode-se trabalhar com 3,5 FPU/g de bagaco seco pré-tratado de
celulase e 25 CBU/g de bagaco seco pré-tratado de B-glicosidase, obtendo-se assim rendimentos

de 100,0% de glicose e 31,1% de xilose.
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CAPITULO 8

ESTUDO DO AUMENTO DA CONCENTRACAO DE SOLIDOS
NA ETAPA DE HIDROLISE ENZIMATICA

Neste capitulo € apresentado um estudo do aumento da concentracdo de s6lidos na etapa
de hidrdlise enzimdtica do bagaco pré-tratado com hidréxido de calcio e peréxido de hidrogénio
alcalino. O intuito desta etapa ¢ determinar a maxima concentragdo de sdlidos possivel para
entrada no reator de hidrdlise sem que haja um comprometimento no andamento desta etapa e
consequentemente menor liberacdo dos agucares fermentesciveis. Além disso, foi testada a
possibilidade de execucdo de processos em batelada alimentada, o que minimizaria alguns

problemas operacionais.

8.1.Introducao

A hidrélise enzimatica é afetada por diferentes fatores tais como: temperatura, tempo,
pH, carga enzimdtica, concentracdo de substrato, concentracdo de produtos e caracteristicas

estruturais da biomassa.

Sabe-se que na producdo de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos, para que haja
uma recuperacao eficiente deste produto, exige-se uma producao superior a 40 g/L. (PHILLIPS e
HUMPHREY, 1983), que por sua vez, necessita que a fermentacio inicie com concentragdes de

acucares fermentesciveis de pelo menos a 80 g/L.
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Sendo assim, aumentar a concentragdo do substrato na etapa de hidrélise faz com que
haja uma maior concentracdo de aglicares no meio, tornando consequentemente 0 processo mais
vidvel em relacdo ao gasto energético na etapa de destilacdo, uma vez que favorece a diminuicao
da quantidade de dgua do processo. Entretanto, este aumento na concentragdo de sélidos pode
levar a uma maior inibi¢do pelo produto final uma vez que a concentragdo dos agicares aumenta

consideravelmente.

Além disso, elevadas concentracdes de substrato podem acarretar problema de
transferéncia de calor e massa devido as propriedades reolégicas de uma suspensao muito densa e
fibrosa, proporcionando problemas difusionais para as enzimas (RUDOLF et al., 2005).
Aplicando o processo de batelada alimentada durante a etapa de hidrélise enzimaética este tipo de

problema poderia ser resolvido.

A Figura 8.1 mostra alguns fatores que limitam a hidrdlise enzimatica, principalmente

quando se trabalha em altas concentracdes de solidos.

Segundo BREUIL (1992), altas concentragdes de celobiose foram encontradas em
hidrélises com concentracdes de substrato maiores que 10% (m/v). A conversdo desta em glicose
pode ser aumentada com um aumento da quantidade de B-glicosidase, sendo essa, porém, inibida

pelas altas concentracdes de glicose.
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Figura 8.1: Fatores limitantes da eficiéncia da hidrélise da celulose (JORGENSEN e OLSSON,
2006).

1) Inibi¢do do produto de B-glicosidase e celobiohidrolases por glicose e celobiose, respectivamente

2) Ligagao improdutiva da celobiohidrolases a celulose

3 e 4) As hemiceluloses e lignina associadas impedindo as celulases de acessar a superficie da celulose
5) Enzimas podem ser adsorvidas na lignina

6) Desnaturagdo ou perda da atividade enzimdtica devido ao cisalhamento mecénico, atividade proteolitica ou baixa
termoestabilidade.

8.2.Materiais

8.2.1. Reagentes e Outros Materiais de Consumo

Para a realizacdo dos experimentos de aumento da concentra¢do de sélidos na hidrélise
enzimatica, foram utilizadas as enzimas celulase e [-glicosidase, previamente analisadas
conforme apresentado nas segdes 3.4.4, 3.4.5 e 3.4.6, e padrdes cromatograficos para

quantificacdo dos agucares liberados apds hidrélise, como apresentados na Tabela 3.1.
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Além disso, alguns reagentes foram utilizados para o desenvolvimento do processo,

sendo estes listados na Tabela 8.1.

Tabela 8.1: Caracteristicas dos reagentes utilizados nos experimentos.

Reagentes Fabricante Pureza (%)
Acido citrico monohidratado Dinamica 99,5
Acido cloridrico Merck 37
Azida de sodio Vetec 99,0
Hidréxido de sédio Nuclear >95

8.2.2. Equipamentos

Nesta etapa, os seguintes equipamentos foram utilizados:
e Balanca analitica da marca Bel Engineering com precisao de + 0,001 g;
e Balanca da marca Marte com precisdo de + 0,01 g;

¢ Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) (em inglés HPLC - High Performance
Liquid Chromatographic) da Waters, com amostrador 717 plus, bomba de inje¢do modelo 515,
detector de indice de refracio modelo 410 e UV/Visivel modelo 2489, com software de

integracao Empower 2;
e Destilador de dgua tipo Pilsen Q341 da marca Quimis;
¢ Estufa de secagem especial modelo MA-035/2 da marca Marconi;

¢ Incubadora refrigerada com agitacdo, modelo MA-832 da marca Marconi com precisdo de +

0,1°C;
e Medidor de pH industrial MPI 2000 da marca MS Tecnopon, com precisdo de 0,01;
e Peneiras circulares;

e Sistema para purificacdo de dgua Milli-Q® Ultrapure da marca Millipore.
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8.3.Procedimento Experimental

8.3.1. Reacoes de Hidrolise Enzimatica

Foi utilizado, como matéria prima, o bagaco pré-tratado nas condi¢des otimizadas para
cada agente, como descrito na secdo 5.4.2.2 (hidréxido de cdlcio) e 5.4.3 (per6xido de hidrogénio
alcalino). Foi utilizada, em ambos os casos, uma concentracdo de solidos na etapa de pré-
tratamento de 4% (m/v), como determinado anteriormente na secdo 6.4.3.1, para pré-tratamento

com hidréxido de cdlcio e 6.4.3.2, para pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino.

Em relacdo a hidrdlise enzimadtica, foram utilizadas as cargas enzimadticas 6timas para
cada pré-tratamento, determinadas no estudo de otimizacdo da carga enzimdtica, descrito na
secdo 7.4.4. No caso do bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio, como foram encontradas
duas opg¢Oes de carga enzimadtica capazes de levar a altos rendimentos de glicose, optou-se neste
estudo pela menor carga de celulase, que leva a baixos rendimentos de xilose, uma vez que o

intuito € apenas a maximizagao da glicose.

Assim, as reacdes de hidrolise foram realizadas variando a concentracio de sélidos e
mantendo fixa a propor¢do de enzima e liquido reacional, além das condi¢Oes operacionais,

conforme apresentado na Tabela 8.2.

Tabela 8.2: Condicdes reacionais para o estudo do aumento da concentragdo de sélidos na

hidrdlise enzimatica.

Hidréxido de cilcio | croxido de hidrogenio

alcalino

Concentracao de solidos (%, m/v) 1-6, 10 e 20* 1-5e 10*
) ) 100 mL de tampao citrato 0,05 mol/L + 0,07 g azida
Meio reacional L
de sédio

Celulase (FPU/g) 50 3,5
B-glicosidase (CBU/g) 25 25
Agitacao (rpm) 100 100
Temperatura (°C) 50 50
pH 4,8 4,8

*As concentragdes de 20% (cal) e 10% (per6xido) foram obtidas em batelada alimentada.
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Os valores da concentracdo méxima de sdlidos para cada uma das hidrdlises foram
determinados através de testes visuais. Foi testada a maxima concentracdo de sélidos possivel

para cada processo sem que houvesse prejuizo na homogeneizacao do material.

Assim, foi possivel trabalhar em batelada, como apresentado na Tabela 8.2, com até
10% (m/v) de sélido para o bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio e com até 5% (m/v) para
o bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogénio alcalino. Foram entdo realizadas hidrélises em
batelada com concentragdes de 1 a 6% e com 10% (m/v) de bagaco no caso de pré-tratamento
com cal e hidrélises em batelada com concentragdes de 1 a 5% (m/v) de bagago no caso do pré-
tratamento com perdxido. Visando a obtencdo de maiores concentragdes de agucares, foram
realizados testes através do processo de batelada alimentada, para cada um dos pré-tratamentos,

almejando assim dobrar a concentra¢cdo maxima (em batelada) de s6lidos no reator.

8.3.1.1.Reacoes de Hidrodlise Enzimatica para o Processo em Batelada

Alimentada

Para o estudo do processo de batelada alimentada, foram realizadas, para os dois pré-

tratamento, alimentagcdes em dois tempos reacionais: apés 6 e 12 h de hidrdlise.

Para o bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio, a hidrdlise foi iniciada com
aproximadamente 10,0 g de bagaco seco pré-tratado, com volume reacional e quantidade de
enzima correspondente aos dados da Tabela 8.2. Depois de 6 horas de reagdo, adicionou-se
aproximadamente 5,0 g do bagaco pré-tratado e a quantidade de enzima correspondente a essa
massa. Apos 12 horas do inicio da reacdo, foram adicionados mais 5,0 g do bagaco pré-tratado
com a quantidade de enzima correspondente. A concentragdo total de sélidos foi de 20% (m/v).
Neste estudo a hidrélise foi realizada até 96 h para garantir a total conversdo do material

celulésico.

O mesmo estudo foi realizado com o bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogé€nio
alcalino, somente variando a concentragao de solidos inicial para 5% (m/v), com alimentacdes de

2,5 g apos 6 e 12 h de reagdo, resultando em concentracio total de s6lidos de 10% (m/v).
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8.3.2. Quantificacdo dos Carboidratos

Em todos os ensaios, aliquotas do hidrolisado foram retiradas ao longo da reacdo e
fervidas para a desnaturacdo das enzimas, sendo posteriormente submetidas a quantificacdo dos

acucares por CLAE, como descrito na se¢cdo 4.3.2.1.

8.4. Resultados e Discussoes

8.4.1. Efeito do Aumento da Concentracao de Sélidos na Etapa de Hidrolise

para o Bagaco Pré-Tratado com Hidroéxido de Calcio

Para a avaliacao do aumento da concentragdo de sélidos na etapa de hidrdlise enzimética
para o bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio, foram quantificadas as concentragdes dos
acucares ao longo da reacdo. As Figuras 8.2, 8.3, 8.4 e 8.5 mostram os perfis de celobiose,
glicose, xilose e arabinose, cujas concentragdes sdo dadas em g/L.. Os pontos onde foram

efetuadas as alimentacdes no processo de batelada alimentada apresentam-se indicados.
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Figura 8.2: Concentracdo de celobiose para os ensaios variando a concentragdo de sélido na

etapa de hidrdlise enzimética do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio.

80
- 20 =1% BW2% *3% =¢<4% —=%5% 0-6% —+—10% 20%
k=)
L —— /
$ 60
S /
= 50
(o)) ;\/
S 40 =
g .V
g ——o—
= < - < —
) x > y
g - -———a—8—3=
O <> <> —

40 60 80 100
Tempo (h)

Figura 8.3: Concentragdo de glicose para os ensaios variando a concentragcdo de s6lido na etapa

de hidrélise enzimatica do bagago pré-tratado com hidréxido de célcio.
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Figura 8.4: Concentracdo de xilose para os ensaios variando a concentracdo de sélido na etapa

de hidrdlise enzimatica do bagago pré-tratado com hidréxido de célcio.
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Figura 8.5: Concentracdo de arabinose para os ensaios variando a concentra¢do de sélido na

etapa de hidrélise enzimética do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio.
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Analisando as Figuras 8.2, 8.3, 8.4 e 8.5, é possivel notar que com o aumento da
concentracdo de bagaco, os teores de celobiose, glicose, xilose e arabinose aumentam, como era
de se esperar. As maiores concentragdes de agtcares foram observadas no ensaio com o processo
de batelada alimentada (20% (m/v) de sélidos), com concentracdes maximas de 65,4 g/ de

glicose, 16 g/L de xilose, 9,5 g/L de celobiose e 9,2 g/L. de arabinose.

CHEN et al. (2007) realizaram um estudo do aumento da concentragdo de sdlidos para a
etapa de hidrdlise enzimatica utilizando o sabugo de milho pré-tratado com 1% de acido sulfirico
(1:6) a 108°C por 3 h. A hidrélise em batelada alimentada foi iniciada com 10% (m/v) de sélidos,
utilizando uma carga enzimatica de 20 FPU/g biomassa seca pré-tratada para a celulase e 6,5
CBU/g biomassa seca pré-tratada para a B-glicosidase. A alimentacdo foi realizada duas vezes,
apés 6 e 12 h, obtendo uma concentracdo final de 20% (m/v) de soélidos, adicionando-se
simultaneamente as enzimas celulase e B-glicosidase. Os resultados mostraram que foi possivel
obter uma concentracio de 95,3 g/L de glicose e 116,3 g/L de aciicares redutores, com

rendimento de hidrélise de 79,5% apds 60 h de reacdo.

Nota-se na Figura 8.2 que para trabalhar com maiores concentracdes de bagaco seria
necessario usar maiores quantidades da enzima [-glicosidase, para que o excesso de celobiose
pudesse ser convertido a glicose, aumentando assim o rendimento deste agicar. A alta
concentracdo de celobiose causa, ainda, inibicdo da enzima celulase, o que contribui para

diminuir ainda mais o rendimento na etapa de hidrélise.

Assim, observa-se a necessidade uma nova otimizagao da etapa de hidrélise enzimética
0 que provavelmente ocasionaria um aumento no rendimento da glicose para as hidrélises onde

foi trabalhado uma maior concentracdo de s6lidos gerando além disso, ganhos na produtividade.

Este mesmo problema foi observado por CHEN et al. (2008), trabalhando com palha de
milho pré-tratada com 2% NaOH a 80°C por 1 h. Os autores observaram que uma concentracao
elevada de celobiose permanecia no hidrolisado celulésico quando se aumentava a concentracao
de sdlidos no reator de hidrdlise, mantendo fixa a relagdo carga enzimadtica/concentracdo de
s6lidos. O acumulo de celobiose causou inibi¢do pelo produto, o que minimizou o rendimento de

glicose apds a etapa de hidrodlise.
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8.4.2. Efeito do Aumento da Concentracao de Sélidos na Etapa de Hidrolise

para o Bagaco Pré-Tratado com Peréxido de Hidrogénio Alcalino

As Figuras 8.6, 8.7, 8.8 e 8.9 mostram os perfis dos acucares celobiose, glicose, xilose e
arabinose liberados apds hidrélise enzimética do bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogénio
alcalino a diferentes concentracdes de sélidos. Os pontos onde foram efetuadas as alimentagdes

no processo de batelada alimentada apresentam-se indicados.

Analisando as Figuras 8.6, 8.7, 8.8 e 8.9, € possivel notar que com o aumento da
concentragdo de bagago, a concentragdo dos agiicares aumentam. As maiores concentragdes
foram observadas no ensaio com o processo de batelada alimentada (10% (m/v) de sélidos),
sendo obtidas concentracdes de 67,7 g/L de glicose, 7,9 g/L de xilose, 5,1 g/L de celobiose e 0,74

g/L. de arabinose.

CHEN et al. (2008), trabalhando com palha de milho pré-tratada com 2% NaOH a 80°C
por 1 h, usaram o processo de batelada alimentada visando aumentar a concentracdo de acticares
ao final do processo de hidrélise. Em uma das condi¢des estudadas a hidrélise foi iniciada com
uma concentragdo de 8% (m/v) e uma carga enzimdtica de 20 FPU/g biomassa pré-tratada e 10
CBU/g biomassa seca pré-tratada. Apos 6 e 12 h de hidrolise, uma concentracdo de sélidos e
enzima foi adicionado ao reator, atingindo uma concentracao final de 11% (m/v). Ap6s 72 h de
hidrdlise, os autores obtiveram um hidrolisado com concentrag¢do de 56,7 g/L de glicose, 23,6 g/L

de xilose e 5,7 g/LL de arabinose, com um rendimento de hidrélise 83,3%.
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Figura 8.6: Concentracdo de celobiose para os ensaios variando a concentragdo de sélido na

etapa de hidrélise enzimética do bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino.
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Figura 8.7: Concentracdo de glicose para os ensaios variando a concentracdo de s6lido na etapa

de hidrélise enzimdtica do bagago pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino.
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Figura 8.8: Concentracdo de xilose para os ensaios variando a concentracdo de sélido na etapa

de hidrodlise enzimatica do bagacgo pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino.
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Figura 8.9: Concentracdo de arabinose para os ensaios variando a concentra¢do de sélido na

etapa de hidrdlise enzimética do bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogénio alcalino.
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Ao compararmos a concentracdo de glicose liberada pelo bagago pré-tratado com
hidréxido de célcio (Figura 8.3) com o bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino
(Figura 8.7), nota-se uma menor eficiéncia do primeiro processo, uma vez que uma maior
quantidade de biomassa pré-tratada € utilizada, 20% de sélidos (cal) contra 10% de sélidos
(peréxido), atingindo concentragdes de glicose maximas bem similares: 65,4 g/L e 67,7 g/L,

respectivamente.

8.4.3. Rendimentos do Processo de Hidrolise

Visando relacionar o aumento da concentragcdo de s6lidos com a eficiéncia do processo,
foi calculado o rendimento da hidrélise enzimética e o rendimento global para os acticares glicose
e xilose liberados apds a etapa de hidrélise de cada pré-tratamento. A Tabela 8.3 apresenta os

rendimentos, calculado conforme descrito no apéndice XI.

Através de andlise da Tabela 8.3 nota-se que o rendimento de glicose apds a hidrdlise
enzimdtica diminui com o aumento da concentracdo de sélidos. Mesmo produzindo altas
concentracdes de acucares, os processos em batelada alimentada levaram a rendimentos bem
abaixo dos processos que utilizam menores concentracdes de solidos. Para o bagaco pré-tratado
com hidréxido de célcio foi observado um rendimento de apenas 44,5%, enquanto que para o
bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogénio, um rendimento de 74,1% foi observado no
processo alimentado. Estes valores poderiam aumentar fazendo-se uma nova otimizacdo para
determinar a carga enzimdtica adequada em altas concentracdes de sélidos. CHEN et al. (2007)
obtiveram rendimento de glicose de 79.5% na hidrdlise trabalhando em batelada alimentada até
20% de solidos (m/v) para sabugo de milho pré-tratado com acido sulfirico diluido e CHEN et
al. (2008) obtiveram rendimento de glicose de 83.3% na hidrdlise trabalhando com palha de

milho pré-tratada com NaOH em batelada alimentada até 11% de s6lidos (m/v).
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Tabela 8.3: Rendimentos de glicose e xilose da etapa de hidrélise e hidrélise + pré-tratamento (global) para o bagago pré-tratado com

hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio alcalino.

. Rendimento de glicose na Rendimento de xilose na Rendimento global paraa Rendimento global para a
Concentraciao

de sélidos hidrolise (%) hidrolise (%) celulose (%) hemicelulose (%)
(%) Hidroxido Peroxido de Hidroxido Peroxidode Hidréoxido Peroxidode Hidréxido Peroéxido de
de calcio hidrogénio  de calcio  hidrogénio  de calcio hidrogénio de calcio hidrogénio
1 97,6 100,4 100,4 96,6 99,0 95,3 99,0 24,1
2 89,1 100,1 97,4 94,0 96,8 99,2 96,8 28,4
3 83,5 99,9 93,7 94,1 89,5 98,8 89,5 28,2
4 69,7 86,9 86,5 72,5 75,1 86,7 75,1 22,0
5 64,4 84,3 77,9 68,8 69,8 84,2 69,8 21,0
6 60,4 - 72,1 - 65,4 - 65,4 -
10 57,0 - 47,6 - 61,9 - 61,9 -
10 (batelada i 74,1 i 58,6 i 75.7 i 17,9
alimentada)
20 (batelada 44,5 i 34,6 i 50,6 i 23,4 i
alimentada)
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A diminui¢do do rendimento, quando se aumenta a concentracdo de s6lidos e enzimas
no reator, também foi observada por ZHU (2005). Segundo o autor, com o aumento da
concentracdo de sélidos e enzima, hd uma maior formacdo do complexo enzima-substrato,
aumentando assim a taxa de hidrélise que por sua vez leva a uma maior liberagdo de glicose, o

que acaba inibindo as enzimas.

Observou-se que a diminuicdo do rendimento da glicose liberada apds a etapa de
hidrélise apresentou um maior efeito para o bagago pré-tratado com hidréxido de calcio quando
comparado com os resultados obtidos para o bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogénio
alcalino. Este fato pode ter relacdo direta com a composi¢do quimica do material pré-tratado
(Tabela 5.11) e com a maior carga enzimatica adicionada ao meio (Tabela 8.2). O residual de
hemicelulose e lignina no material pré-tratado com hidréxido de cdlcio € mais expressivo o que
pode dificultar na interacdo do complexo celulolitico com a celulose a ser hidrolisada. Além
disso, a alta concentragcdo de celulase utilizada, 14,3 vezes maior para o bagaco pré-tratado com
hidréxido de célcio, pode favorecer uma maior adsorcdo destas enzimas a lignina residual,

diminuindo assim os sitios ativos.

Em relagcdo ao rendimento global, foi considerado para efeito de célculo, além da glicose
e xilose liberadas no meio reacional, a celobiose e arabinose, respectivamente. Assim, para o
rendimento global da celulose, houve em alguns casos, um aumento do rendimento devido ao
fato de se ter contabilizado a celobiose presente no meio. O mesmo fato foi observado para o

rendimento da hemicelulose, considerando além da xilose, a arabinose liberada no meio reacional

Em se tratando do rendimento global da celulose, observa-se principalmente, para o
bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio, que hd um aumento considerdvel se comparado com
o rendimento apenas da etapa de hidrdlise. Este fato € bastante interessante, o que mostra que se
houvesse uma maior conversdao da celobiose presente no meio, o rendimento do processo de

hidrélise aumentaria substancialmente.

Para os dois pré-tratamentos, os melhores rendimentos sdo encontrados trabalhando com
até 3% de sélidos, resultado semelhante ao observado por GARCIA (2009) e GARZON
FUENTES (2009).
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Com o objetivo de analisar a relacio existente entre os rendimentos de glicose na etapa
de hidrélise e a concentracdo de sélidos para cada um dos pré-tratamentos, foi tracado a
Figura 8.10.
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Figura 8.10: Relacdo entre o rendimento de glicose e a concentracdo de s6lidos na hidrélise.

8.5. Conclusoes

Neste capitulo foi estudado o aumento da concentragdo de sélido durante a etapa de
hidrélise enzimdtica para o bagaco pré-tratado nas condi¢des 6timas de hidréxido de célcio e
peréxido de hidrogénio alcalino e hidrolisado também nas condicdes 6timas de cada pré-

tratamento.
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Foi possivel observar que com o aumento da concentracdo de sélidos durante a etapa de
hidrdlise enzimdtica h4 um aumento da concentracdo de acticares liberados no meio reacional

mas, em contrapartida, observa-se uma diminuicao da eficiéncia do processo.

Para o bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio foi possivel trabalhar com uma
concentracdo de sélidos de até 10% sem o processo de alimentacdo. O maior rendimento de
glicose na hidroélise foi obtido para a concentracdo de 1% sélidos, com 97,6% da celulose sendo
hidrolisada. O menor rendimento foi observado para a hidrélise com 10% de sélidos, com

rendimentos de 57,0%.

Para o bagaco pré-tratado com peréoxido foi realizado hidrélises com até 5% de sélidos
sem o processo de alimentacdo. Rendimentos de aproximadamente 100% de glicose foram
obtidos trabalhando com 1, 2 € 3% sdélidos. O rendimento mais baixo foi obtido com 5% de

s6lidos, com 84,3%.

Em relagdo aos processos alimentados, foi possivel observar uma menor eficiéncia na
hidrélise do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio, uma vez que uma maior quantidade de
biomassa pré-tratada foi utilizada, 20% de sélidos contra 10% de sélidos para o bagaco pré-
tratado com perdxido de hidrogénio alcalino, atingindo concentragdes de glicose maximas bem

similares: 65,4 g/LL e 67,7 g/L, respectivamente.

Assim, aumentando a concentragdo de sélidos durante a hidrélise enzimatica é possivel
aumentar consideravelmente a concentracdo de agucar, mas isso leva a uma perda consideravel
do rendimento do processo. Para as etapas seguintes, foram utilizados 3% (m/v) de sélidos na
etapa de hidrdlise enzimadtica, ja que este resultado levou a altas concentracdes de agtcares e altos

rendimentos do processo.
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CAPITULO 9

FERMENTACAO DOS HIDROLISADOS PARA PRODUCAO DE
ETANOL DE SEGUNDA GERACAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados das fermentagdes dos hidrolisados visando
a producdo de etanol de segunda geracdo. Fermentagdes foram realizadas com os hidrolisados
obtidos apds hidrélise enzimética, nas condi¢des otimizadas, do bagaco pré-tratado com
hidréxido de cdlcio e peréxido de hidrogénio alcalino, também nas condi¢des otimizadas.
Efetuaram-se os estudos em modo batelada e continuo, visando a avaliacdo da influéncia dos
inibidores nesta etapa. No processo continuo, optou-se por adicionar o hidrolisado em diferentes
concentracdes ao melaco industrial, objetivando assim uma integragdo do processo fermentativo

convencional com o processo de etanol lignoceluldsico.

9.1.Introducao

O processo de fermentacdo alcodlica consiste em uma série de reacdes quimicas
catalisadas por um microrganismo, a levedura Saccharomyces cerevisiae, ocorrendo em
condi¢cdes de anaerobiose como meio de provisdao de energia para manutencdo das atividades

vitais e crescimento da levedura. A reacdo de fermentacdo pode ser resumida como:

Levedura

C H,,0, —2<%" 52 C,H,OH +2 CO, + metablitos 9.1
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O rendimento tedrico (coeficiente de Gay-Lussac) da reacdo 9.1 € de 0,511 g etanol/g
glicose. No entanto, parte dos agucares presentes no meio € consumida em reacdes paralelas
necessarias para a sintese de etanol. Assim, além do etanol e géas carbdnico, hd também a
formacdo de outros subprodutos em menores quantidades, como o glicerol e dcidos organicos,
principalmente o acético e succinico, além de outros alcoois e levedura. Por estes motivos,
costuma-se observar rendimentos na fermentacdo alcodlica industrial da ordem de 90% (DIAS,

2008).

A producdo de etanol a partir de materiais lignocelulésicos tem sido estudada com
grande interesse nos dltimos anos, mas sua producdo em escala comercial ainda ndo se tornou
vidvel. Estudos relacionados a integracdo energética, aumento do rendimento fermentativo e
integracdo das operagdes unitdrias, aumento do rendimento das reacdes de hidrdlise e ao
aproveitamento completo de todas as fragdes do bagaco sdo necessdrios para viabilizar a

tecnologia de hidrolise.

Duas opg¢des para o processo de fermentagdo do hidrolisado lignoceluldsico podem ser
consideradas. A primeira alternativa considera a fermentagdo realizada apds o término da etapa
de hidrdlise, permitindo que o processo de producdo de dlcool a partir do material lignocelulésico
seja acoplado completamente a planta convencional, com o hidrolisado sendo misturado ao caldo

de cana ou ao melaco alimentado a dorna de fermentacao.

Neste processo € possivel reduzir o impacto dos inibidores formados na etapa de pré-
tratamento ou hidrélise dcida decorrentes da decomposi¢dao de pentoses e hexoses. Sabe-se que
estes inibidores, destacando-se o furfural, 5-hidroximetilfurfural e o dcido acético, podem afetar
negativamente o processo fermentativo, promovendo a inibi¢cdo da velocidade especifica de
crescimento de microrganismos, a diminuicdo da producdo especifica de etanol e a reducdo de

sintese de biomassa (ROSSELL, 2006a).

A fermentacdo do hidrolisado acoplada a fermentacdo convencional parece ser a forma
mais atraente de operar o processo, ja que possibilita a integracdo da produgdo de etanol de
primeira e segunda geracao. Isso proporciona uma menor alteragdo nas usinas j4 existentes, sejam

em relacdo a equipamentos ou mesmo alteragdes de condi¢des do processo.
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Uma segunda alternativa para a conversdo de celulose a etanol € a realizacdo do
processo de sacarificagdo e fermentacdo simultaneas (SSF), ocorrendo em um tnico reator, e
levando teoricamente, a maiores velocidades, maiores rendimentos e concentracdes mais
elevadas de produto, principalmente devido a reducdo do efeito de inibidores no processo. Como
desvantagem, este processo exige o estabelecimento de valores intermedidrios de temperatura,
pH, dentre outros fatores, para que isso favoreca as operagdes tanto de hidrélise como da

fermentacao que t€m temperaturas 6timas muito diferentes, de 50°C e 34°C, respectivamente.

Segundo ROSSELL (2006a), estudos realizados por KIRALLY et al. (2003),
ZAUTSEN et al. (2004) e ROSSELL et al. (2006b) mostram a fermentacdo de licor de hidrdlise
proveniente do processo Dedini Hidrdlise Rapida (DHR). O licor proveniente da hidrdlise foi
misturado com xarope e mel residual, a fim de reduzir o impacto dos inibidores provenientes da
hidrdlise 4cida organosolv, mantendo a fermentacdo em condicdes operacionais préximas as
Otimas: processo com reciclo de fermento, vinho final de 8,5 °GL e temperatura de 34°C.
Segundo o autor, os resultados obtidos foram positivos, sendo estabelecidas as condi¢des para

realizagcdo da fermentagdo alcodlica do licor obtido no processo DHR (Dedini Hidrélise Rapida).

9.2.Materiais

9.2.1. Reagentes e Outros Materiais de Consumo

Para a realizacdo das fermentagdes dos hidrolisados foram utilizados os reagentes

quimicos listados na Tabela 9.1.

Além dos reagentes, foi utilizada a levedura Sacchamomyces cerevisiae, cultivada no
Laboratério de Engenharia de Bioprocessos da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
UNICAMP, sendo obtida na Usina Santa Adélia S/A, unidade de Jaboticabal - SP. Os
antibidticos ampicilina (EMS 500 mg) e acido nalidixico (Wintomylon 50 mg/mL) foram

utilizados no mosto para evitar a proliferagao de bactérias.

Para o processo continuo, foi utilizado o melaco de cana proveniente da Usina Virgolino

de Oliveira S/A — Agucar e Alcool, unidade de Itapira - SP.
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Tabela 9.1: Reagentes utilizados nos experimentos.

Reagentes Fabricante Pureza (%)
Acido cloridrico Merck 37
Alcool etilico Synth 96
Agar-dgar Merck -
Azul de metileno Vetec -
Cloreto de amo6nio Vetec 98
Cloreto de potdssio Synth 99
Extrato de levedura Oxoid -
Extrato de malte Oxoid -
Fosfato dipotéssico Ecibra 99.9
Glicose Merck 99,9
Sacarose Synth 98
Sulfato de magnésio hepta hidratado Synth 98-102
Peptona Oxoid -

Para a quantificagcdo dos acucares, etanol, glicerol e inibidores presentes no vinho

delevedurado, foi utilizado a CLAE sendo os padrdes apresentados na Tabela 3.1.

9.2.2. Equipamentos

Nesta etapa, os seguintes equipamentos foram utilizados:
® Autoclave vertical modelo AV 50 da marca Phoenix;
e Balanca analitica da marca Bel Engineering com precisao de + 0,001 g;
e Balanca da marca Marte com precisdo de £ 0,01 g;
e (Camara de fluxo laminar;
e Centrifuga Modelo NT 810 da marca Nova Técnica;

¢ Cromatdgrafo liquido modelo Varian 9010 com detector de indice de refracio (Chrom Tech
Inc., Modelo RI-2000) e ultravioleta (Varian, modelo 9050), utilizando o software Clarity Lite
(DataApex, Czech Republic);
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e Destilador de dgua tipo Pilsen Q341 da marca Quimis;
¢ Estufa de secagem especial modelo MA-035/2 da marca Marconi;

e Fermentador Bioflo III de 2 L, da marca New Brunswick Scientific Co., equipado com

pHmetro e turbidimetro, com sistema de medi¢do on-line de vazao de CO,, pH e turbidez;

e Bomba peristiltica Master Flex L/S modelo 7550-20 da marca Cole-Parmer Instrument

Company;

¢ Incubadora refrigerada com agitacdo, modelo MA-832 da marca Marconi com precisdo de +

0,1°C (shaker);
e Medidor de pH industrial MPI 2000 da marca MS Tecnopon, com precisdo de 0,01;
e Refratdometro da marca VEB Carl Zeiss Jena;

® Microscopio 6ptico modelo Variant Jenamed da marca Carl Zeiss Jena acoplado com camera

digital Kodak DX 4530;

e Sistema para purificacdo de dgua Milli-Q® Ultrapure da marca Millipore.

9.3. Procedimento Experimental

9.3.1. Preparacao da Levedura

A cultura estoque de dgar inclinado da levedura Sacchamomyces cerevisiae, obtida da
usina Santa Adélia S/A, foi ativada utilizado 10,0 mL de um meio semi-sé6lido de dgar inclinado a

30°C por 24 h. A composi¢do do meio € apresentada na Tabela 9.2.
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Tabela 9.2: Composicao do meio de ativagdo para cultivo de S. cerevisiae.

Componentes Concentraciao (kg/m3)
Agar-dgar 20,0
Extrato de levedura 3,0
Extrato de malte 3,0
Peptona 5,0
Glicose 10,0

Ap6s este periodo, a levedura foi entdao inoculada em 2,0 mL de um meio liquido, cuja
composi¢do quimica é a mesma apresentada na Tabela 9.2, apenas sem a presenca do dgar-dgar.

O meio foi incubado sem agitacdo a 30°C por 24 h.

Na etapa de crescimento do indculo, a levedura ativada foi entdo transferida para

10,0 mL de um meio de crescimento, cuja composi¢ao € apresentada na Tabela 9.3.

Tabela 9.3: Composicao do meio de crescimento do indculo.

Componentes Concentracao (kg/m3)
Sacarose 20,0
Extrato de levedura 5,0
Fosfato dipotéssico 5,0
Cloreto de amodnio 1,5
Cloreto de potassio 1,15
Sulfato de magnésio hepta hidratado 0,65

O meio de crescimento teve o seu pH ajustado para 6,8 utilizando uma solucdo de
1,0 mol/L de 4cido cloridrico. O crescimento da levedura foi realizado em erlenmeyers aletados,

mantidos em um shaker sob agitacdo de 150 rpm por 24 h a 30°C.

Apo6s a fase de preparagdo, transferiu-se o meio contendo 0s microrganismos para um
inoculador previamente esterilizado e, através deste, as células foram adicionadas ao fermentador
onde ja estava presente 0 mosto de composi¢do e volume determinado para o processo continuo

ou batelada. Os passos para preparacdo do indculo sdo apresentados na Figura 9.1.
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Qultura estoque 10,0 mL do meio semi- 2,0 mL do meio liquido
Agar inclinado solido (Tabela 9.2) (Tabela 9.2)
30°C, 24 h, sem agitacio 30°C, 24 h, sem agitacao

A

e

10,0 mL do meio de
crescimento (Tabela 9.3)
pH 6,8, 30°C, 24 h, 150 rpm

Bioreator para
desenvolvimento do processo
continuo ou em batelada

Figura 9.1: Diagrama das etapas de preparo do inéculo para fermentagao.

Todos estes procedimentos foram realizados em uma camara de fluxo laminar que teve
suas superficies esterilizadas com dlcool etilico 70°GL e radiacdo ultravioleta por 30 minutos,

antes de toda manipulacdo de material na mesma.

9.3.2. Preparaciao do Mosto para o Processo Continuo

Para o processo continuo, foi utilizado o melago de cana-de-agucar diluido a uma
concentracdo de aproximadamente 70,0 g/L. de ART. Em intervalos de tempos pré-determinados,
foram adicionados ao mosto diferentes porcentagens (em massa) de cada um dos hidrolisados

obtidos nas condi¢des Otimas de pré-tratamento e hidrélise. Aproximadamente 10,0 L de cada
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hidrolisado foram preparados.

A Tabela 9.4 apresenta a composi¢ao organica e inorganica do melaco determinada por
ANDRADE (2007) e a Tabela 9.5 apresenta a composi¢do de cada um dos hidrolisados, obtidos
ap6s pré-tratamento e hidrélise enzimatica nas condi¢des otimizadas, que foram utilizados no

processo de fermentagdo continua.

Tabela 9.4: Composicao do melago original a 200 g/ (ANDRADE, 2007).

Componente Resultados analiticos
Carbono 6,0 % m/m
Nitrogénio <0,5 % m/m
Fendis totais 87,5 mg/Kg
Ferro < 0,020 % m/m
Magnésio 0,024 % m/m
Potassio 0,313 % m/m
Zinco 16 mg/Kg
Pureza 77 %
pH 6,12

Tabela 9.5: Composicao do hidrolisado obtido para cada um dos pré-tratamentos.

Composicao do hidrolisado (g/L.)  Hidréxido de calcio Peréxido de hidrogénio alcalino

Glicose 16,591 23,872

Xilose 6,500 2,659
Celobiose 0,923 1,182
Furfural 0,467 0,026
5-Hidroximetilfurfural 0,007 0,004
Acido acético 0,077 0,045

Para cada ensaio de fermentac¢do, o melaco diluido foi esterilizado juntamente com o
leitor de pH e a cuba de vidro do reator através de vapor saturado a 121°C por 20 minutos em
autoclave. Apoés esfriar, o indculo foi vertido no reator, utilizando uma concentracdo de
aproximadamente 10% em relagcdo ao volume total de meio reacional, com a finalidade de reduzir

a fase “lag” de crescimento durante o inicio do processo.
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A fermentacdo foi conduzida em reatores Bioflo III de 2 L com um volume reacional
fixo de 750 mL, a uma vazdo de 0,6 mL/min, temperatura de 34°C e agitacdao de 300 rpm. O
controle de temperatura se deu por recirculacdo de dgua na parte externa da cuba encamisada e a
agitacdo foi realizada com um sistema do tipo turbina de pas planas. O bioreator possui ainda
medidores on-line de vazdo de CO,, pH e turbidez. A Figura 9.2 mostra o reator Bioflo III

utilizado nos experimentos do processo continuo.

Figura 9.2: Fermentador Bioflo III operando em sistema continuo.

Durante o processo de alimentacdo, o melaco diluido era esterilizado em frascos de
vidro enquanto os hidrolisados eram submetidos a processos de filtracao utilizando membrana de
éster de celulose, com diametro de poro de 0,45 um. Optou-se por este tipo de esterilizacdo uma
vez que com o aquecimento poderia haver a perdas evaporativas de compostos inibidores dos

hidrolisados, principalmente o furfural e dcido acético.

As Tabelas 9.6 e 9.7 apresentam a composicdo do mosto da fermentagdo continua
utilizando, junto ao melago, o hidrolisado do bagaco pré-tratado com hidréxido de cdlcio e

perdéxido de hidrogénio alcalino, respectivamente.
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Tabela 9.6: Composicao do mosto de fermentacao continua utilizando o hidrolisado do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio.

Porcentagem de

hidrolisado no mosto Celobiose Xilose Arabinose Sacarose Glicose Frutose Furfural HMF ,Acido AF#*
(%, m/m) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (gL) (gL) (g/L) (g/L) acético (g/L) (g/L)

0 (melago puro) 0,000 0,000 0,000 54414 12,198 7,152 0,000 0,000 0,000 76,485

5 0,046 0,955 0,000 54,666 12,7786 8,712 0,003 0,072 0,125 78,897

15 0,138 2,866 0,000 49,074 15,612 8,538 0,006 0,012 0,169 75,678

25 0,231 4,777 0,000 42,414 19,500 11,388 0,006 0,012 0,216 75,423

35 0,323 6,688 0,000 48,804 22,356 12,510 0,008 0,018 0,352 86,110

AF: aguicares fermentesciveis

Tabela 9.7: Composicdo do mosto de fermentacdo continua utilizando o hidrolisado do bagaco pré-tratado com perdxido de

hidrogénio alcalino.

Porcentagem de

hidrolisado no mosto Celobiose Xilose Arabinose Sacarose Glicose Frutose Furfural HMF Acido AF#*
(%, m/m) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L)  (g/L) acético (g/L) (g/L)
0 (melago puro) 0,000 0,000 0,000 52,075 9,673 7,038 0,036 0,024 0,864 71,390
5 0,000 0,072 0,000 45,276 9,192 6,492 0,012 0,036 0,840 71,424
15 0,000 0,217 0,000 44,265 6,212 7,800 0,012 0,048 0,708 68,690
25 0,000 0,361 0,000 43,365 5,362 8,654 0,024 0,048 0,360 67,749
35 0,000 0,506 0,000 40,365 8,365 7,372 0,036 0,048 0,744 66,320
45 0,000 0,650 0,000 37,985 11,780 6,496 0,036 0,024 0,264 66,360
60 0,000 0,867 0,000 36,987 13,172 4,844 0,048 0,048 0,972 65,052
AF: acticares fermentesciveis
264
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Para o bagacgo pré-tratado com hidroxido de célcio a fermentagdo ocorreu com até 35%
(m/m) de hidrolisado no mosto, diferentemente do bagago pré-tratado com perdxido de
hidrogénio alcalino, onde foram realizadas alimentacdes com até 60% (m/m) deste hidrolisado.
Esta diferenca na alimentacdo foi devida ao fato de que a levedura, durante o processo de
fermentacdo com hidréxido de cdlcio, apresentou problemas de floculagido celular ao final do
processo de alimentagdo com 25% (m/m) de hidrolisado. Além disso, ao final da alimentagdo

com 35% (m/m) foi observado o principio de uma contaminac¢do bacteriana.

A floculacdo ocorre devido a vérios fatores dos quais se destacam o contato com gomas
sintetizadas pelas bactérias (SERRA et al., 1979), contato entre bactérias indutoras da floculagdo
e leveduras (YOKOYA e OLIVA NETO, 1991) ou ainda devido a contaminacdo por leveduras
floculantes (STRATFORD, 1989 a, b).

Estudos mostram que o aumento dos fons cédlcio no mosto pode acabar estimulando a

floculagdo celular (NETO, 2008).

Amostras foram coletadas em tempos pré-determinados, em todos os ensaios, €
congeladas para posterior quantificacdo dos produtos e subprodutos, além da determinacdo de

células totais e Brix.

9.3.3. Preparacao do Mosto para o Processo em Batelada

Para a fermentacdo em batelada, foi utilizado o hidrolisado obtido apds hidrélise em
batelada alimentada como descrito na se¢cdo 8.3.1.1. Além disso, foi preparado um meio de
glicose pura com concentracdo de aproximadamente 70 g/L, a fim de comparar os rendimentos
estequiométricos dos hidrolisados com o rendimento deste meio sintético. A Tabela 9.8 apresenta

a concentracao de cada componente presente no mosto para o processo em batelada.

A fermentagdo de cada um dos meios fermentativos foi conduzida utilizando um volume
reacional de 70,0 mL de cada hidrolisado e meio sintético. A fermentacdo foi realizada em shaker
com a temperatura e agitacdo controladas a 34°C e 150 rpm. Os hidrolisados foram filtrados

através de uma membrana de éster de celulose com didmetro de poro de 0,45um (esterilizacdo a
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frio) e antibidticos foram adicionados para evitar a proliferacdo de microrganismos. Os
hidrolisados ndo foram esterilizados por meio de calor para ndo ocorrer perda dos inibidores

volateis.

Tabela 9.8: Concentragdo de cada componente presente no mosto do processo em batelada.

. Hidroxido de Peroxido de .
Concentracdo (g/L) calcio hidrogénio alcalino Glicose pura
Celobiose 0,00 0,00 0,00
Glicose 62,33 67,74 72,78
Xilose 21,90 8,94 0,00
Arabinose 0,00 6,44 0,00
Glicerol 0,00 0,67 0,00
Etanol 0,20 0,02 0,00
5-Hidroximetilfurfural 0,00 0,012 0,00
Furfural 0,003 0,00 0,00
Acido acético 4,02 2,96 0,00

Ao analisarmos a Tabela 9.8 observa-se que dentre os inibidores analisados o mais
expressivo € o dcido acético, sendo observado uma maior concentragdo para o hidrolisado do

bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio.

9.3.4. Métodos analiticos

A concentragdo dos microrganismos foi determinada através da gravimetria (peso seco),
e as concentracdes de etanol, glicerol, acucares e inibidores foram determinadas por

cromatografia liquida. As amostras foram descongeladas e centrifugadas a 3300 rpm.

O sobrenadante foi separado para andlise de agucares, glicerol, etanol e inibidores, € o

precipitado para determinacdo de massa seca.

266
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9.3.4.1. Quantificacao da Fracao Liquida

O sobrenadante resultante da centrifugacdo do meio reacional foi diluido, filtrado com

membrana microporo 0,45 um e analisado como descrito na secdo 4.3.2.1.

9.3.4.2. Determinacio da Concentracao de Células Totais

A andlise gravimétrica de peso seco foi realizada apds centrifugacdo da amostra e
lavagem do precipitado por 2 vezes com dgua destilada. O material solido foi entdo transferido
para tubos de ensaio previamente pesados, que foram entdo levados para uma estufa de secagem
a temperatura de 70°C, sendo mantido nesta até massa constante. O cdlculo da concentracdo

celular foi realizado de acordo com a Equacdo 9.2.

- . (massa tubo + materialcelular) - massa tubo vazio
Concentragio de biomassa (g/L) = - - 97
volume do liquido centrifugado :

9.4. Resultados e Discussoes

9.4.1. Fermentacao em Processo Continuo

Visando analisar a influéncia do hidrolisado no processo fermentativo, principalmente
relacionado ao efeito dos inibidores na levedura, foi apresentado nas Figuras 9.3 e 9.4 uma
andlise entre a concentra¢do de etanol no vinho delevedurado, a concentragdo de células totais, os
solidos soluveis (Brix), a turbidez e o pH, para os hidrolisados do bagaco pré-tratado com

hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio alcalino, respectivamente.

As caixas apresentada acima de cada figura indicam as concentracdes de hidrolisados no

mosto.
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Figura 9.3: Medidas na fermentacdo continua do hidrolisado do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio.
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Figura 9.4: Medidas na fermentacdo continua do hidrolisado do bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino.
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Analisando as Figuras 9.3 e 9.4 pode-se perceber que a levedura foi capaz de manter um
nivel relativamente constante de atividade de fermentacdo durante todo o curso experimento.
Fatores como o pH e o Brix mantiveram-se praticamente constantes ao longo do processo

fermentativo.

Observa-se ainda que para os dois pré-tratamentos, a partir da adi¢do de 35% (m/m) de
hidrolisado, observou-se um aumento da turbidez do mosto, sendo este mais considerdvel para o
hidrolisado do bagago pré-tratado com hidréxido de célcio. Neste momento foi observada a
formacao de pequenos flocos de levedura, além da observagdo de contaminagdo bacteriana deste

mosto.

As Figuras 9.5 e 9.6 apresentam a evolucdo das concentragdes dos principais substratos
e produtos no vinho delevedurado para o hidrolisado do bagago pré-tratado com hidréxido de
célcio e peroxido de hidrogénio alcalino. Analisando as Figuras 9.5 e 9.6 observa-se o fendmeno
da diauxia, onde ha um consumo preferencial de um substrato em relacdo aos demais. Observou-
se que a glicose é preferencialmente metabolizada pelo microrganismo em relacdo a frutose,

levando assim a um maior acimulo desta dentro do reator.

Outro fator interessante observado € que a concentracdo de glicerol é praticamente
constante ao longo do processo. Normalmente, o metabolismo de furfural e 5-hidroximetilfurfural
estdo diretamente associados com a formacdo do glicerol, ou seja, a concentracdo de glicerol
aumenta com o aumento de inibidores na alimentacdo. Se existir uma baixa presenca destes
inibidores no hidrolisado ou a adicdo do hidrolisado ao melago favorecer esta diminuicdo, a

fermentacao ocorrerd de forma convencional, sem prejuizo ao processo.

Analisando as Figuras 9.7 e 9.8 € facil comprovar esta afirmacdo, j4 que a presenga dos
inibidores furfural e 5-hidroximetilfurfural € bem baixa. Estas figuras apresentam os compostos
ndo fermentesciveis pela levedura S. cerevisiae ao longo do processo fermentativo, além dos

inibidores provenientes principalmente dos hidrolisados.

Observa-se que a xilose e celobiose permaneceram praticamente constantes ao longo do
processo fermentativo, variando claro, com o aumento da quantidade de hidrolisado adicionada

ao melaco.
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Figura 9.5: Composicdo do vinho delevedurado para os produtos e subprodutos da fermentacdo do hidrolisado do bagaco pré-tratado

com hidroxido de calcio.
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Figura 9.6: Composicdo do vinho delevedurado para os produtos e subprodutos da fermentacdo do hidrolisado do bagaco pré-tratado

com peréxido de hidrogénio alcalino.
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Figura 9.7: Composicdo do vinho delevedurado para os compostos ndo fermentesciveis pela levedura S. cerevisiae e inibidores da fermentagdo do

hidrolisado do bagago pré-tratado com hidréxido de célcio.
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Figura 9.8: Composicdo do vinho delevedurado para os compostos nao fermentesciveis pela levedura S. cerevisiae e inibidores da fermentagdo do

hidrolisado do bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino.
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Observa-se nas Figuras 9.7 e 9.8 que a quantidade dos inibidores analisados no mosto é
muito baixa, mesmo considerando os pontos onde houve maior adi¢do de hidrolisado. Para o
bagaco pré-tratado com hidréxido de cdlcio, foram observadas concentracdes de 0,008 g/L. de
furfural, 0,018 g/L de 5-hidroximetilfurfural e 0,352 g/L. de acido acético quando 35% (m/m) de
hidrolisado foram adicionados ao mosto. J4 para o bagagco pré-tratado com perdxido de
hidrogénio alcalino, obtiveram-se concentragdes de 0,048 g/L de furfural e 5-hidroximetilfurfural

e 0,972 g/L de 4cido acético, com adi¢dao de 60% (m/m) de hidrolisado.

Segundo estudos realizados por DELGENES et al. (1996), concentracdes de 2,0 g/L de
furfural e 3,0 g/L de 5-hidroximetilfurfural levam a uma reducdo de 89% e 93% da producdo de
etanol pela levedura S. cerevisiae. Ainda segundo os autores, concentragdes de 10,0 g/L de acido

acético leva a uma reducao de 27% da producgdo de etanol pela acdo da mesma levedura.

Estudos realizados por PALMQVIST et al. (1999) mostraram uma redu¢ao da producao
de etanol pela levedura S. cerevisiae de 79% quando o meio apresentava uma concentracdo de
4,0 g/l de furfural e PHOWCHINDA et al. (1995) observaram uma reducao de 74% quando a

concentracao de dcido acético no meio era de 6,0 g/L.

Se compararmos estes resultados observados pelos autores com os resultados da
concentracdo de inibidores no mosto para os hidrolisados de hidréxido de célcio e per6xido de
hidrogénio alcalino, nota-se que a concentragdo destes inibidores é muito baixa se comparada as
concentracdes encontradas pelos autores, sendo assim, dificilmente uma inibi¢@o seria observada

nestes processos fermentativos.

Assim, observa-se que a adicdo do hidrolisado ao melago, tanto para o bagaco pré-
tratado com hidréxido de célcio quanto perdxido de hidrogénio alcalino, ndo afetou o

desempenho do processo fermentativo.

Ao final de cada alimenta¢do com diferentes concentracdes de hidrolisado no meio,
amostras do mosto foram coletadas e adicionadas em laminas juntamente com gotas de azul de
metileno para observacdo no microscopio Optico. As Figuras 9.9 e 9.10 apresentam estas
fotografias. Foi utilizado um aumento na lente objetiva de 50x e 100x de acordo com a

necessidade de observagdo dos detalhes.
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25% (100x)

5% (50x)

35% (100x)

Figura 9.9: Microscopia Optica da levedura apds a etapa de fermentacdo com a varia¢do da concentragdo do hidrolisado de hidréxido

de calcio.
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Sem hidrolisado (50x) 5% (50x) 15% (50x) 25% (50x)

35% (50x) 45% (50x) 60% (50x)

Figura 9.10: Microscopia 6ptica da levedura apds a etapa de fermentacdo com a variagdo da concentracao do hidrolisado de peréxido

de hidrogénio alcalino.
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Analisando a Figura 9.9 observou-se a floculagdo da levedura a partir da alimentacdo de
25% (m/m) de hidrolisado do bagaco pré-tratado com hidréxido de cdlcio ao melago. A
floculagdo, como dito anteriormente, é favorecida pela presenca dos fons Ca®* no meio

juntamente com uma possivel contaminacao bacteriana.

Normalmente a levedura S. cerevisiae apresenta forma oval. No caso das micrografias
da Figura 9.9 o que se observa a partir da adi¢cao de 15% (m/m) de hidrolisado € um alongamento
da levedura. A alteracdo morfoldgica da levedura pode ser causada devido ao stress relacionado a
falta de nutrientes minerais no meio, principalmente fésforo, magnésio, manganés e zinco, uma
vez que a concentracdo de inibidores no meio € consideravelmente baixa. Segundo BASSO et al.
(1996), deficiéncias ou concentracdes elevadas de tais minerais provocam alteracdes metabdlicas

bastante significativas.

Ainda na Figura 9.9 € possivel observar a formacdo de pseudo-hifas, caracterizada por
crescimentos filamentosos como resposta a uma deficiéncia de nitrogénio no meio o que acaba

gerando uma queda de viabilidade da levedura.

No caso da Figura 9.10, relacionada as micrografias obtidas ao final de cada processo de
alimentacdo do mosto com diferentes concentracdes de hidrolisados obtidos apds hidrélise do
bagaco pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino, ndo foi observado grandes variacdo na
morfologia da célula. Além disso, a alteracio na relagdo area/volume da levedura apresentou-se

menor.

9.4.2. Fermentacao em Batelada

Uma vez que os hidrolisados apresentam baixos indices de inibidores, ensaios em
batelada foram realizados para mostrar a fermentabilidade destes meios. As Figuras 9.11, 9.12 e
9.13, apresentam os perfis de todos os componentes presentes ao longo da fermentacdo do meio
sintético de glicose pura e para os hidrolisados obtidos por hidrdlise em batelada alimentada do

bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio alcalino, respectivamente.
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Figura 9.11: Fermentacdo em batelada para a glicose pura.
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Figura 9.12: Fermentacdo em batelada para o hidrolisado do bagaco pré-tratado com hidréxido

de céalcio.
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Figura 9.13: Fermentacdo em batelada para o hidrolisado do bagago pré-tratado com perdxido de

hidrogénio alcalino.

A Figura 9.14 mostra uma comparagdo entre os perfis de fermentagdo em batelada,

priorizando apenas o substrato e os produtos principais do processo.
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Figura 9.14: Comparacdo entre os perfis fermentativos. Na legenda (C) corresponde ao
hidrolisado de bagaco pré-tratado com cal, (G) a glicose e (P) ao hidrolisado do bagago pré-

tratado com peroxido.
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Comparando o perfil da Figura 9.14 para a fermentacdo dos hidrolisados e da glicose
pura em processo batelada ndo foram observados problemas de fermentabilidade do hidrolisado.
Isso se deve ao fato principalmente do hidrolisado apresentar baixa concentragao de inibidores,
como pode ser visualizado na Figura 9.12, para o hidrolisado do bagaco pré-tratado com
hidréxido de célcio e na Figura 9.13, para o hidrolisado pré-tratado com peréxido de hidrogénio

alcalino.

Além da baixa presenca de inibidores, outro fator que pode ter favorecido a fermentacao
foi o enriquecimento do mosto com os nutrientes adicionados ao meio de cultura durante a etapa
de crescimento da levedura. Sendo assim, sugere-se um estudo mais consistente através da

lavagem da levedura para retirada destes nutrientes afim de que estes ndo favore¢cam o processo.

Observa-se ainda uma concentracdo de etanol produzido € ligeiramente menor para o
bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio. Este resultado estd apenas relacionado com a menor
concentracdo de glicose neste hidrolisado se comparado com a concentragdo dos outros meios,
como mostrado na Tabela 9.8. Isso pode ser confirmado analisando a Figura 9.15 que mostra os
rendimentos ao longo de cada processo fermentativo. O rendimento das fermentacdes foi

calculado através da Equacao 9.3.

Rendimento % = 100 9.3

—X
ASx0,511

Onde:
AP: variacdo da concentracdo do produto (etanol), g/L

AS: variacao da concentracdo do substrato (glicose), g/L
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Figura 9.15: Rendimento ao longo do processo de fermentacdo para cada meio.

Analisando a Figura 9.15 observa-se que os rendimentos ficaram préximos a 90%, valor
semelhante ao rendimento do meio industrial. Foram encontrados rendimentos finais de 89,2%
para o meio sintético de glicose, 87,4% para o hidrolisado do bagago pré-tratado com hidréxido
de célcio e de 88,4% para o hidrolisado do bagago pré-tratado com peréxido de hidrogénio

alcalino.

9.5. Conclusoes

Neste capitulo foram estudadas as fermentacdes dos hidrolisados obtidos apds hidrédlise
enzimatica, nas condicdes otimizadas, do bagaco pré-tratado com hidréxido de cdlcio e peréxido
de hidrogénio alcalino, também nas condi¢des otimizadas. Efetuaram-se os estudos em modo
batelada e continuo, visando a avaliacdo da influéncia dos inibidores nesta etapa. No processo
continuo, optou-se por adicionar o hidrolisado, em diferentes concentragdes, ao melago industrial,

objetivando assim uma integracdo do processo fermentativo convencional com o processo de
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etanol lignocelul6sico.

Os resultados mostraram que para o processo de fermentacdo continua a levedura foi
capaz de manter um nivel relativamente constante de atividade de fermenta¢do durante todo o
curso do experimento. Observou-se ainda que fatores como o pH e o Brix mantiveram-se

praticamente constantes ao longo do processo fermentativo.

Foi observado ainda, durante o processo de fermentacdo continua, que as concentragdes
de glicerol para os ensaios com o hidrolisado do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio e
peréxido de hidrogénio alcalino permaneceram praticamente constantes ao longo do processo, e

isto estd diretamente relacionado a baixa presencga de inibidores nos hidrolisados.

Em relacdo ao processo em batelada, os resultados mostram que foi possivel fermentar
os hidrolisados puros sem que houvesse perdas de fermentabilidade por parte da levedura.
Rendimentos finais de 89,2% foram encontrados para a fermentacdo do meio sintético de glicose,
de 87,4% para o hidrolisado do bagago pré-tratado com hidréxido de cdlcio e de 88,4% para o

hidrolisado do bagacgo pré-tratado com peréxido de hidrogénio alcalino.

Com tudo isso foi possivel observar a total viabilidade do hidrolisado do bagago pré-

tratado com hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio alcalino quanto a sua fermentabilidade.
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PROPOSTAS PARA UTILIZACAO DOS RESIDUOS DOS
PROCESSOS

Neste capitulo sdo apresentadas propostas para a utilizacdo dos residuos da etapa de pré-
tratamento e hidrélise enzimatica. Foi proposta uma separacao do licor de pré-tratamento visando
a obtencdo, na fracdo soldvel, principalmente dos acucares ndo fermentesciveis pela levedura S.
cerevisiae e na fracdo insolivel, a lignina precipitdvel. Para o residuo obtido apds etapa de
hidrdlise enzimatica e para a fracdo liquida do licor de pré-tratamento, a proposta foi a produgdo
de biogds. A lignina foi analisada quanto a possibilidade de recuperacdo e entalpia. O objetivo,
nos dois casos, € utilizar o biogds produzido e a lignina precipitdvel na queima direta em caldeias
para geragdo de energia para o processo produtivo. Os estudos relacionados a producdo de biogds
foram efetuados no Laboratoire de Biotechnologie de I'Environnement do Institut National de la

Recherche Agronomique (INRA) em Narbonne - Franca, sob supervisao da Dra. Hélene Carrere.

10.1.Introducao

Durante a producdo de etanol de segunda geracdo existe a geragdo de uma grande
quantidade de dguas residuais, como o licor de pré-tratamento, rico em pentoses; a lignina solivel
e insoldvel, e a vinhaga; além de eventuais residuos sé6lidos resultantes apds a etapa de hidrdlise

enzimatica, constituido principalmente de lignina e hemicelulose ndo hidrolisaveis.

Um dos importantes desafios da producdo do etanol lignocelulésico € a utilizacdo de

todos os residuos de processo, visando uma perfeita integragao energética, maximizando o valor
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econdmico da biomassa, reduzindo o desperdicio e se tornando um importante instrumento de
mitigacdo de emissdes dos gases do efeito estufa. Assim, é de suma importancia que estes

residuos sejam aproveitados, o que acarretard em uma maior viabilizacdo do processo produtivo.

Uma alternativa interessante para a utilizacdo dessas dguas residuais se da através da
producdo de biogds por biodigestdo anaerdbia, sendo o biogds produzido utilizado na queima

direta em caldeiras para geracdo de energia.

A digestdo anaerdbia é o processo de decomposi¢do da matéria organica por um
conjunto de microrganismos em um ambiente livre de oxigénio (PAIN e HEPHERD, 1985).
Trata-se de um processo natural que ocorre em ambientes atoxicos, incluindo, dentre uma vasta
gama de matérias-prima, os residuos industriais e agricolas. A produgcdo de biogds através da
digestdo anaerobia oferece significativas vantagens sobre outras formas de tratamento de

residuos, destacando:

e Uma menor quantidade de lodo € produzida se comparada com outras tecnologias de

tratamento aerdbio,

e A técnica é bem sucedida no tratamento de residuos amidos inferiores a 40% de matéria seca

(MATA-ALVAREZ, 2002),

e Bastante eficaz na remocdo de patégenos (BENDIXEN, 1994; LUND et al, 1996;
SAHLSTROM, 2003).

e Minima emissdo de odores, ja que 99% dos compostos voldteis sdo oxidativamente

decompostos durante a combustdo, como por exemplo, o H,S e 0 SO, (SMET et al., 1999).

¢ O lodo produzido apresenta um poder de fertilizagdo maior em termo de disponibilidade dos

compostos para as plantas (TAFDRUP, 1995),

¢ Uma fonte de energia neutra em carbono é produzida sob a forma de biogds, podendo obter-se

créditos de carbono através da sua producdo e utilizagdo como forma de energia limpa.

As ligninas obtidas industrialmente podem ser utilizadas de diversas formas: como
agente dispersante em tintas, pesticidas, inseticidas, aditivos para tintas e vernizes, como agente

para melhorar a viscosidade dos lodos na perfuracdo de pogos petroliferos e artesianos, como
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agente aglomerante ou de flutuacdo no tratamento de efluentes, aditivo para melhoramento e
acondicionamento de solos, como agente de liberacdo lenta de nitrogénio no solo, entre tantas
outras aplicacdes (BELGACEM et al., 2004; GARCIA er al., 1984; GONCALVES e BENAR,
2001; KUBO e KADLA, 2004; SENYO et al., 1996).

Para cada utilizacdo, € necessario um certo tipo de processamento para obten¢do de uma
lignina especifica, adequada para o processo proposto. Em se tratando da usina de cana-de-
acucar, a op¢ao mais interessante € utilizar a lignina na produgdo de calor/energia através da sua

queima direta em caldeiras, sendo integrada assim ao processo produtivo.

10.2.Materiais

10.2.1.Reagentes e Outros Materiais de Consumo

A Tabela 10.1 apresenta os reagentes utilizados para obtencdo dos licores de pré-

tratamento e de hidrélise, além dos reagentes necessarios para as andlises de produ¢do de biogas.

Além dos reagentes, foi utilizado o KIT Spectroquant®, para determinacdo da DQO
(Demanda Quimica de Oxigénio) das amostras, e o lodo ativado utilizado para a produgdo de
biogés, obtido de um digestor anaerébio mesofilico de uma fébrica de agicar em Marselha,

Franca.

Padrdes de 4cido acético, propidnico, iso-butirico, butirico, iso-valérico e valérico

também foram utilizados para quantificacao destes compostos nos licores de pré-tratamento.

Para andlise da composi¢do quimica dos residuos sélidos de hidrélise, utilizaram-se

sacos de nylon da marca Gerhardt.
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Tabela 10.1: Reagentes utilizados para etapa de pré-tratamento, separacdo da lignina e nos

experimentos de producao de biogas.

Reagentes

Acido bérico

Acido cloridrico

acido etil-2-butirico

Acido etilendiaminotetraacético
Acido fosférico

Acido sulfiirico

Antrona

Bicabornato de sédio

Brometo de hexadeciltrimetilamo6nio
Cloreto de amo6nio

Cloreto de célcio dihidratado
Cloreto de cobalto hexahidratado
Cloreto de cobre dihidratado
Cloreto ferroso tetrahidratado

Cloreto de magnésio hexahidratado
Cloreto de manganés tetrahidratado
Cloreto de niquel tetrahidratado
Cloreto de zinco

Dodecil sulfato de sédio
Hidrogenofosfato de sédio penta hidratado
Hidrogenofosfato de potassio
Hidréxido de calcio

Hidréxido de sédio

Molibdato do sédio dihidratado
Peroxido de hidrogénio

Selenito de sddio

Sulfeto de sédio nona-hidratado
Tetraborato de sédio

10.2.2.Equipamentos

Nesta etapa, os seguintes equipamentos foram utilizados:

Balancga analitica;

Banho termostatico a 98°C;

Calorimetro DSC Mettler-Toledo FP9 com detector DSC 50;

Centrifuga Modelo NT 810 da marca Nova Técnica;

Cromatdgrafo a gids Shimadzu GC14 equipado com condutividade térmica (TCD célula tipo

de bloco P 100 ohm), integrator Shimadzu CR8A e Coluna CTR I;

e Cromatégrafo a gis Varian 3900 com auto amostrador CP 8400 e software Galaxy™™;

e Cromatdgrafo Liquido HP-SEC da marca Shimadzu equipado com bomba (modelo LC-

10AD); controlador de sistema (modelo SCL-10 A); detector de indice de refracdo diferencial

(modelo RID 6 A); detector espectrofotométrico UV-Visivel (modelo SPD-10AV); forno para
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coluna (modelo CTO-10 A); processador de dados - Cromatopac (modelo C-R7AE) e injetor de
amostras/20uL — Rheodyne (modelo 7125);

e Destilador de dgua;
¢ Espectrofotometro HACH DR/2000;
e Estufa de secagem;

e Extrator de fibra da marca Gerhardt composto por a placa de aquecimento, béquer de 1000
mL, pérolas de vidro, carrossel de 6 lugares, sacos especiais tipo 1 para Van Soest da marca

Gerhardt e sistema de refrigeracao por reciclo;

e GasOmetro para medida do volume de biogis;

e Medidor de pH;

e Mufla;

¢ Placa de agitacdo;

¢ Placa de mineralizacao;

e Reatores encamisados conectados ao banho de 6leo com temperatura maxima de 120°C;

e Sistema para purificacdo de dgua Milli-Q®.

10.3.Procedimento Experimental
10.3.1.Producio de Biogas

10.3.1.1.0btencao dos Licores de Pré-Tratamento

Os licores foram obtidos apds pré-tratamento do bagaco de cana com hidréxido de célcio
e per6xido de hidrogénio alcalino, variando a concentracao de sélidos na etapa de pré-tratamento,

como descrito na se¢do 6.3.1.

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo 288



Capitulo 10: Propostas para Utilizacao dos Residuos dos Processos

Ao término da reacdo, a lignina foi precipitada utilizando uma solucdo de &cido
cloridrico 1% (v/v) até pH 2 (NASCIMENTO et al., 1998). A precipitacdo por 4cido cloridrico
foi realizada apenas no estudo de producdo de biogds, ja que o acido sulfirico, normalmente
utilizado para este fim por proporcionar melhores rendimentos, ndo pode ser utilizado, pois a

presenca do ion SO4? afeta negativamente o processo produtivo do biogas.

Outra forma para a precipitacdo da lignina, também apresentando altos rendimentos, é
através da adicao de acido acético 20% (v/v) até pH 3, sob agitacdo constante (GONZALEZ et
al., 2007). Sabe-se que para a producdo de biogds o 4cido acético afeta positivamente, sendo este

consumido pelas bactérias metanogénicas e convertido a metano e gés carbonico.

Assim, para ndo haver interferéncia no processo de producdo de biogds, mesmo nao
atingindo altos rendimentos, optou-se pela precipitacdo da lignina utilizando uma solugdo de

acido cloridrico 1% (v/v).

Ap0s precipitacao, o licor foi centrifugado a 3000 rpm e a fracdo liquida reservada para

producdo de biogas.

10.3.1.2. Obtencao dos Residuos de Hidrolise Enzimatica

Foi utilizado para este estudo apenas o residuo restante apds hidrdlise enzimdtica do
bagaco pré-tratado e hidrolisado nas condi¢des Otimas. Assim, o residuo para o bagaco pré-
tratado com hidréxido de cdlcio foi obtido apds pré-tratamento de 4% (m/v) de s6lidos nas
condi¢des otimizadas de pré-tratamento, como descrito na se¢cdo 5.4.2.2, e apds hidrdlise
enzimatica com 3% (m/v) de sélidos nas condi¢des otimizadas, como descrito na secdo 7.4.4.
Para o pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino, foi utilizado no pré-tratamento uma
concentracdo de sélidos de 4% (m/v), como descrito na secdo 5.4.3, e posterior hidrdlise

enzimatica com 3% (m/v) de s6lidos nas condi¢des otimizadas, como descrito na se¢do 7.4.4.

Ap6s pré-tratamento e hidrélise o residuo foi lavado e seco a 105 °C para posterior

utilizac¢do para produgao de biogas.
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10.3.1.3.Analise dos Licores de Pré-Tratamento e Residuos Solidos de

Hidrolise
10.3.1.3.1.Determinacao da Demanda Quimica de Oxigénio (DQO)

A Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) é um parametro que mede a quantidade de
matéria organica suscetivel a ser oxidada por meios quimicos que existem em uma amostra
liquida ou sdlida. Para tanto, utiliza-se um agente quimico, o qual sob condi¢des especificas
causard a oxidacdo da matéria organica, biodegraddvel ou ndo. A partir da quantidade de reagente
quimico gasto na oxidac¢do determina-se a quantidade de matéria organica e a partir desta, a

quantidade de O, dissolvido por litro de solugdo.

No caso da determinacdo do indice de DQO de um efluente, o valor obtido indicard a
quantidade de oxigé€nio, em gramas, que um litro deste efluente consumird de um corpo d’4dgua
receptor se toda a matéria organica presente neste for mineralizada. Por esta razdo, a DQO € um
parametro muito usado para estimar o potencial poluidor de efluentes domésticos e industriais, ou

seja, o impacto causado por estes efluentes sobre os ecossistemas aqudticos (HANSON, 1992).

Para a determinacdo da DQO nas amostras do licor de pré-tratamento e nos residuos
solidos de hidrdlise, foram utilizados kits comerciais que realizam a anélise baseados na oxidacao
da amostra através de uma solucdo sulfirica aquecida de dicromato de potdssio, utilizando sulfato
de prata como catalisador. O apéndice XII descreve toda a metodologia para esta analise, que foi

realizada em triplicata.

10.3.1.3.2.Determinacao da Matéria Seca (MS) e Matéria Organica (MO)

As matérias seca e organica foram determinadas para cada um dos residuos sélidos e
para o indculo (lodo). A metodologia para andlise pode ser observada no apéndice XIII. As
andlises foram realizadas em triplicata e estes valores obtidos foram utilizados para determinar a
quantidade de material sélido e lodo a ser adicionado ao biodigestor sem causar prejuizos ao

processo.
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10.3.1.3.3.Determinacio e Quantificacio dos Acidos Graxos Volateis (AGV)

Os 4cidos graxos volateis foram quantificados nas amostras de licores de pré-tratamento
por cromatografia gasosa. A metodologia para esta andlise foi descrita no apéndice XIV. Sabe-se
que os acidos graxos sdo facilmente digeridos pelas bactérias acetogénicas, levando a producao

de biogas.

10.3.1.3.4. Quantificacio dos Acdcares por Antrona

A antrona (9,10-dihidro-9-cetoantraceno) é um reagente quimico que forma um
composto verde quando reage em meio dcido (4cido sulfirico) com carboidratos e sacarideos,
especialmente os acucares e amidos, produzindo um derivado de furano que tem o seu miaximo

de absorcdo em 620 nm.

Os actcares presentes no licor de pré-tratamento foram quantificados pela reagcao direta
com uma soluc@o de antrona em meio acido. A metodologia para esta andlise foi descrita no
apéndice XV. Os acucares presente no licor de pré-tratamento sdo degradados pelas bactérias

hidroliticas produzindo assim o biogés.

10.3.1.3.5.Determinacao da Composicao Quimica do Residuo Sélido

A composi¢cdo quimica dos residuos de hidrélise foi determinada de acordo com o
método de VAN SOEST (1963), adaptado por DORLEANS (1998) e BUFFIERE e LOISEL
(2007). Esta técnica de via umida € considerada a de maior precisdo para determinar oS

constituintes da parede celular dos vegetais.

O apéndice XVI apresenta a metodologia para esta andlise.

10.3.1.4.Preparacao dos Reatores de Biodigestao Anaerobia

Os licores de pré-tratamento e o residuo sélido do processo de hidrélise enzimaética
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foram adicionados aos reatores de 100 mL, utilizando um volume util de 70 mL. Em cada reator
foi adicionada, ainda, uma solu¢ido de macroelementos, fonte de N, P, Mg, Ca, K, etc; solugcdo de

oligoelementos, solu¢do tampao bicarbonato de sédio e lodo ativado.

A Tabela 10.2 apresenta a concentracao das solucdes de macroelementos, sulfeto de

sddio, oligoelementos e tampao utilizados para preparo do meio para producao de biogas.

Tabela 10.2: Concentragdo das solucdes utilizadas como fonte de compostos inorganicos para a

producdo de biogas.

Solucio mae de macroelementos  Concentracio (g/L)

NH4CI 26,6
KH,PO, 10

MgClz, 6 HZO 6

CaCly, 2 H,O 3

Solucao de Na,S, 9 H,O Concentracao (g/L)
NaZS, 9 Hzo 40

Solucio mae de oligoelementos Concentracao (g/L)
FeCl,, 4 H,O 2

CoCl,, 6 HO 0,5

MnCl,, 4 H,O 0,1

NiCl,, 6 HO 0,1

ZnCl, 0,05

H3BO; 0,05
Na28603 0,05

CuCly, 2 H,O 0,04
Na,MoOy, 2 H,0O 0,01
Tampao bicabornato Concentracao (g/L)
NaHCO; 50

Apos a preparacdo dos reatores, o meio teve o pH medido e caso necessdrio, este era

ajustado para 7,0-7,4 (pH 6timo para biodigestao) com dcido cloridrico e/ou hidréxido de sédio.

Os reatores foram submetidos a desgaseificacdo com nitrogénio, a fim de se obter uma

condi¢do anaerdbia do meio, posteriormente fechados e lacrados, sendo assim incubados em uma
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camara com temperatura controlada de 35°C e sem agitacdo. Optou-se por realizar os
experimentos sem agitagdo para minimizar os custos do processo em relacdo ao gasto energético.

Os ensaios foram realizados em triplicata.

10.3.1.5.Volume e Composicao do Biogas Produzido

O volume de biogds produzido foi, de tempos em tempos, medido através do
deslocamento vertical da 4gua em um gasdmetro. A metodologia para esta anélise foi descrita no
apéndice XVII. Ap6s medi¢do do volume produzido, os reatores eram submetidos a uma anélise
cromatogréifica para determinacdo da porcentagem de cada gés presente no biogds produzido,

como mostra a metodologia descrita no apéndice XVIII.

A medi¢ao do volume de biogéds e sua composicdo foram realizadas até o momento em

que nao se observou mais a produ¢do do mesmo.

10.3.2.Aproveitamento da Lignina

10.3.2.1.0btencao da Lignina Precipitada

Os licores de pré-tratamento do bagaco pré-tratado com hidréxido de cdlcio e peréxido
de hidrogénio alcalino com 4% (m/v) de sélidos (condi¢do Gtima) foram tratados com é&cido
sulfarico 1,0 mol/L até pH 2, visando a precipitacio da lignina (GONCALVES et al., 2002; KIM
et. al., 1987).

Ap6s precipitagdo, a lignina foi lavada com 4gua, para retirada dos residuos de agucar,
seca a temperatura ambiente e posteriormente submetida a andlises quanto ao teor de umidade,

poder calorifico e massa molar média.

10.3.2.2.Determinacao do Teor de Umidade

A lignina obtida apds cada pré-tratamento foi analisada quanto ao teor de umidade,
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como descrito no apéndice I. Segundo VALE et al. (2003), o poder calorifico, o teor de umidade
e a densidade sdo as propriedades mais importantes a serem determinadas para utilizacdo do

material como combustivel.

10.3.2.3.Determinacao da Entalpia

A lignina foi submetida a andlise térmica por Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC), visando a obtengdo de sua exoterma de degradacdo. As andlises foram realizadas no
Laboratério de Recursos Analiticos e de Calibracio (LRAC) da Faculdade de Engenharia
Quimica — UNICAMP, utilizando o calorimetro DSC Mettler-Toledo FP9 com detector DSC 50.

Amostras em p6 de cada uma das ligninas com massas de aproximadamente 10,0 mg
foram pesadas e colocadas em porta amostras de aluminio apropriadas para esta andlise. As
amostras foram aquecidas de 25 até 500°C a uma velocidade de 10°C/min sob uma razdo de fluxo

de nitrogénio de 50 mL/min.

10.3.2.4.Andlise da Distribuicio de Massa Molar por Cromatografia de
Permeacao em Gel (GPC)

As distribuicdes de massa molar das ligninas precipitadas foram realizadas através da
técnica de cromatografia de permeagdo em gel. Esta técnica, também chamada de cromatografia
de exclusio por tamanho ou por filtracio em gel € uma técnica poderosa, aplicavel

particularmente a espécies de alto peso molecular.

O empacotamento da coluna consiste de particulas pequenas de silica ou de polimeros,
contendo uma rede de poros uniformes nos quais moléculas do soluto e do solvente podem se
difundir. Enquanto estdo nos poros, as moléculas estdo efetivamente retidas e ausentes do fluxo
da fase movel. O tempo médio de residéncia nos poros depende do tamanho efetivo das
moléculas do analito. Moléculas maiores do que o tamanho médio dos poros da fase sdo

excluidas e essencialmente ndo sofrem retencdo. Essas espécies sdo as primeiras a serem eluidas.
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Moléculas com diametros significativamente menores do que os poros podem penetrar ou
permear através do emaranhado de poros e ficar retidas por tempos maiores, sendo assim as

dltimas a serem eluidas.

Desta forma, o tempo de retencdo estd inversamente relacionado ao volume
hidrodinamico, o qual para efeito de andlise € considerado como sendo proporcional a massa

molecular do analito.

Foi empregado para estas andlises o cromatégrafo Shimadzu interligado a um analisador
de dados CLASS-LC10. As andlises foram realizadas pelo Grupo de Fisico-Quimica Organica do

Instituto de Quimica da USP - Sdo Carlos. As seguintes condi¢des de andlise foram utilizadas:

e Colunas: Pré-coluna PLGel, seguida de PLGel 500, 103 e 104 A (Polymer Laboratories);

e Temperatura: 35°C;

® Pressao: 721 kgf/cmz;

e Eluente: THF;

e Fluxo: 1,0 mL/min;

¢ Concentracdo da amostra: 4,0 mg/mL;

¢ Volume de injecdo: 20uL;

e Detector: IR e UV (254 nm);

e Limite de exclusdo da coluna: 100 — 700.000 (PS);

e Padroes: Poliestireno com massas molares de 770.000, 330.000, 195.000, 66.000, 28.000,
12.500, 7.000, 3.770, 1.700, 1.060, 580 g/mol, benzila (210 g/mol) em etilbenzeno (106 g/mol).

10.4.Resultados e Discussoes
10.4.1.Producao do Biogas

10.4.1.1.Analise da DQO

Ap6s reacdes para determinacdo da DQO nas amostras de licores de pré-tratamento e

residuos de hidrdlise, os resultados foram apresentados na Tabela 10.3.
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Tabela 10.3: Valores de DQO para cada uma das amostras estudadas.

Concentracao de sélidos
na etapa de pré-

DQO (g O/L ou g O,/g biomassa)

Hidroxido de calcio

Peréxido de hidrogénio

tratamento (%, m/v) alcalino
4 10,04 + 0,07 21,43 £0,35
5 12,61 £0,56 23,23 £0,04
6 11,60 £ 0,29 27,65 +0,41
7 16,82 + 0,87 37,03 +2,41
8 21,15+ 1,13 43,45 +2.38
9 - 45,15+ 0,70
10 - 58,17 +£3,03
15 - 67,38 £291
4% 1,06 £ 0,02 1,09 £0,03

*Residuo de hidrélise enzimatica, g O,/g biomassa.

Analisando a Tabela 10.3 observa-se que os valores de DQO para os licores de pré-
tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino sdo maiores do que para os licores de pré-
tratamento com hidréxido de célcio. Esta relacdo estd diretamente relacionada com a maior
concentracdo de xilana e lignina presente neste licor apds o pré-tratamento. Além disso, um
possivel excesso de per6xido de hidrogénio no meio reacional pode ocasionar um aumento no

valor da DQO.

A concentragdo residual de perdxido de hidrogénio interfere na medida de DQO ao
consumir o agente oxidante K,Cr,O7;, como mostra a Equagao 10.1 (TALINLI e ANDERSON,
1992).

Cr,0,” +3H,0, +8H* —2Cr? +30,+7H,0 (10.1)

Esta interferéncia pode ser corrigida conhecendo-se a concentragdo residual de peréxido
de hidrogénio em cada licor de pré-tratamento. Alguns andlises utilizando métodos oxidativos
(OLIVEIRA et al., 2001, TEIXEIRA et al., 2003) foram realizadas, mas nio tiveram sucesso

devido a interferéncia da lignina.
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Segundo LIN e LO (1997), concentragdes de 1,0 g/LL de peréxido de hidrogénio sao
equivalente a 270 mg/L de DQO. Resultados similares foram obtidos por DANTAS (2005),
263 mg/L de DQO em 1,0 g/LL de peréxido de hidrogénio. Sendo assim, mesmo havendo uma
presenca do peréxido residual no licor de pré-tratamento, a interferéncia no valor final da DQO

seria muito baixa em relagdo aos valores apresentados na Tabela 10.3.

No Brasil, a vinhaga, obtida apds destilagdo do vinho delevedurado, apresenta uma faixa
de DQO de 15 a 33 g O,/L vinhaga, quando proveniente da fermentacdo com caldo, de 40 a 50
O,/L vinhaga, quando a fermentacdo € realizada com caldo e mel e de 60 a 75 O,/L vinhaga,

quando a vinhaca € obtida da fermentacdo com melaco (LAMO, 1991).

10.4.1.2.Matéria Seca (MS) e Matéria Organica (MO)

As matérias seca e organica foram determinadas para os residuos apds hidrdlise
enzimatica e para o lodo utilizado no processo de biodigestdao. A Tabela 10.4 apresenta os valores
obtidos para os residuos sélidos da hidrélise. Para o lodo, foram encontrados valores de 91,3 +

0,002 g de matéria seca/LL de lodo e 76,6 + 0,001 g de matéria volatil/L de lodo.

Estes valores sdo de suma importancia para calcular a quantidade de residuo sélido e
lodo ativado a ser adicionada ao biodigestor sem que haja prejuizos para o bom andamento do

processo.

Tabela 10.4: Valores de MS e MO nos residuos de hidrdlise.

Residuo de hidroélise MS (%, m/m) MO (%, m/m)
Hidroéxido de calcio 97,22 +0,01 92,70 £ 0,02
Peroéxido de hidrogénio 91,64 +£ 0,02 82,37 £ 0,01

10.4.1.3.Analise dos Acidos Graxos Volateis e Aciicares

A Tabela 10.5 apresenta as concentracdoes dos &4cidos graxos voldteis e acucares

encontrados nos licores de pré-tratamento.
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Tabela 10.5: Concentracdes dos dcidos graxos volateis e acticares quantificados nos licores de pré-tratamento.

Amostras Acido acético Acido propionico Acido iso-butirico Acido butirico Acido iso-valérico Acido valérico Concentracao de

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) aciicares (g/L)
4% cal 0,161 0,000 0,422 0,322 *nd 11,511 1,504
5% cal 2,480 0,000 0,359 0,301 *nd 11,294 2,196
6% cal 0,624 0,000 0,335 0,304 *nd 11,441 1,787
7% cal 1,798 0,000 0,336 0,334 *nd 11,587 2,933
8% cal 1,282 0,000 0,394 0,300 *nd 12,049 2,904
4% peroxido 1,997 0,000 0,494 0,480 *nd 8,844 7,565
5% peroéxido 2,403 0,000 0,561 0,534 *nd 8,899 8,625
6% peroéxido 2,873 0,401 0,730 0,759 *nd 8,780 12,773
7% peroéxido 2,901 0,332 0,895 0,893 *nd 9,109 16,598
8% peroéxido 3,018 0,373 0,961 1,003 *nd 8,937 19,731
9% peroxido 3,314 0,540 0,964 0,955 *nd 8,822 16,920
10% peroxido 4,188 0,472 1,254 1,430 *nd 9,214 20,330
15% peroxido 5,226 0,494 1,663 1,885 *nd 9,110 21,759

*nd: ndo detectavel
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Observa-se analisando a Tabela 10.5 que maiores concentragdes de acucares sao
observadas nos licores de pré-tratamento com perdxido de hidrogénio alcalino. Este fato ja foi
anteriormente notado, uma vez que o pré-tratamento com perdxido proporciona uma melhor
solubilizacdo da hemicelulose, aumentando assim a concentracdo de agucares no licor de pré-

tratamento.

Em relacdo aos &dcidos graxos volateis, os dcidos valérico e acético foram os que
apresentaram maiores concentracdes, sendo que maiores concentracdes sdo obtidas com o

aumento da concentragao de s6lidos na etapa de pré-tratamento.

10.4.1.4.Composicao Quimica do Biodigestor

Utilizando os dados obtidos nas analises de DQO, MS e MO, foi determinada a
quantidade de cada componente dentro do biodigestor. Para os célculos foram utilizados como

parametros de entrada uma concentragdo de lodo de 5 g de matéria volatil/L, concentragdao de

amostra de 2,5 DQO/L e razao de DQO:Nitrogénio:Fésforo de 100:3:1.

Os cdlculos foram realizados através de um programa computacional desenvolvido pelo
INRA, Narbonne, baseando na quantidade de cada elemento necessdrio para o bom
desenvolvimento do processo (Tabela 10.2) e segundo dados propostos por ZINDER et al.
(1984).

A Tabela 10.6 apresenta a concentragdo dentro do biodigestor de cada uma das solugdes
preparadas, segundo a Tabela 10.2, e a concentracdo de cada um dos nutrientes inorganicos

calculados a partir das solu¢des nutrientes.
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Tabela 10.6: Concentracdo das solugdes nutrientes presentes no biodigestor.

- Concentraciao Nutrientes Concentraciao
Solucoes . AL
(mg/L) inorganicos (mg/L)
NH,Cl 286 N-NH,4 75
KH,PO, 108 P-PO, 25
MgCIZ, 6H20 65 Mg 7,7
CaCl,, 2H,0 32 Ca 8,8
Na,S, 9H,0 100 S 13,4
FCClz, 4H20 20 Fe 5,6
CoCl,, 6H,O 5 Co 1,24
MnCl,, 4H,0 1 Mn 0,28
NiCl,, 6H,O 1 Ni 0,25
ZnCl, 0,5 Zn 0,24
H;BO; 0,5 B 0,09
Na,SeO; 0,5 Se 0,23
CuCl,, 2H,0 0,4 Cu 0,15
Na,MoOy, 2H,0 0,1 Mo 0,04

As Tabelas 10.7 e 10.8 apresentam a composicdo dos biodigestores anaerébios com
licores de pré-tratamento e residuos de hidrdlise enzimética do bagaco pré-tratado com hidréxido

de célcio e peréxido de hidrogénio alcalino, respectivamente.

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo 300



Capitulo 10: Propostas para Utilizacao dos Residuos dos Processos

Tabela 10.7: Quantidade de cada componente adicionado ao biodigestor para anélise dos residuos de processo do pré-tratamento com

hidréxido de calcio.

Composicao do biodigestor (mL) 4% 5% 6% 7 % 8% Re.s ldl,l(,) de
hidrolise

Licor de pré-tratamento 17,4 13,9 15,1 10,4 8,27 0,19*
Solucio mae macro 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Solucio de oligoelementos 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Tampao bicabornato 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6
Inéculo 4,6 4,6 4,6 4,6 4.6 4.6
Solucao Na,S.9H,0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Agua destilada 43 46 45 50 52 60

*quantidade em g

Tabela 10.8: Quantidade de cada componente adicionado ao biodigestor para anélise dos residuos de processo do pré-tratamento com

peréxido de hidrogénio alcalino.

Residuo de

Composicao do biodigestor (mL) 4% 5% 6% 7 % 8% 9% 10% 15% e
hidrolise
Licor de pré-tratamento 8,2 7,5 6,3 4,7 4,0 3,9 3,0 2,6 0,21*
Solucio mae macroelementos 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8 0,8
Solucao de oligoelementos 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Tampao bicabornato 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6 3,6
Inéculo 4,6 4,6 4,6 4,6 4,6 4,6 4,6 4,6 4,6
Soluc¢ao Na,S.9H,0 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Agua destilada 52,2 52,8 54,0 55,6 56,3 56,5 57,3 57,7 60,1

*quantidade em g
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10.4.1.5.Analise do Volume de Biogas Produzido

A Figura 10.1 apresenta a composi¢do quimica dos residuos de hidrélise enzimadtica para
o bagaco pré-tratado com hidréxido de cdlcio e peréxido de hidrogénio alcalino. O termo MS esta

relacionado com a matéria solivel presente neste residuo.

100
80
60
40
20

Matéria organica (%)

Hidréxido de calcio Peréxido de
hidrogénio

EMS ®Hemicelulose uCelulose HLignina

Figura 10.1: Composicao quimica do residuo de hidrélise enzimatica.

Analisando a Figura 10.1 € possivel observar que o residuo de hidrélise do bagago pré-
tratado com hidréxido de célcio apresenta-se constituido de maior fracio de hemiceluldsica do

que o residuo do bagacgo pré-tratado com peréxido de hidrogénio alcalino.

Observa-se ainda uma baixa presenga de celulose nos residuos e quantidades

equivalentes de lignina no material.

As Figuras 10.2 e 10.3 mostram a composicdo do biogds ao final do processo de
biodigestdo para os residuos do bagaco pré-tratado com hidréxido de cdlcio e perdxido de
hidrogénio alcalino, respectivamente. E apresentada ainda a composicio do biogds produzido

pelo lodo (branco).
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HCO2 W02 WN2 ECH4

100 -
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Composicao do biogas (%)

7% 8% Residuo Lodo
(branco)

Figura 10.2: Composicdo do biogds obtido apds biodigestdo dos residuos de pré-tratamento e

hidrélise do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio.

Nota-se ao analisarmos as Figuras 10.2 e 10.3 que hd uma grande presenca do gés
nitrogénio em todos os ensaios. Isto se deve ao fato de que este gas foi inserido no reator para
tornar o sistema anaerdbio, ndo sendo produzido pelas bactérias. Observa-se ainda que os
residuos do bagaco pré-tratado com hidréxido de cédlcio apresentam-se, na maioria dos casos,

com uma composicdo maior de metano do que os residuos de peréxido de hidrogénio.
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HCO2 W02 uN2 ECH4
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Figura 10.3: Composicdo do biogds obtido apds biodigestdo dos residuos de pré-tratamento e

hidrélise do bagaco pré-tratado com perdéxido de hidrogénio alcalino.

Um dos critérios utilizados na operacdo e controle de um reator para a producdo de
biogds € a estimativa da producdo potencial de biogds a partir de um residuo. Segundo SOUZA

(1986), essa estimativa € feita a partir dos seguintes fatores:

e A producdo tedrica de CH4, em um estado constante, € proporcional a quantidade de DQO
(Demanda Quimica de Oxigénio) consumida no reator (1 g de DQO consumido corresponde a

producao de 0,35 Ndm’® CHy; a temperatura e pressdo normais);
e Uma parte do biogds produzido € dissolvida e perdida no efluente;
e Parte da DQO ¢ transformada em biomassa.

Sendo assim, assume-se a producdo teérica de metano como sendo de 350 Nem'/g de
DQO, considerando a biodegrabilidade da matéria orgénica, a eficiéncia do conversor de biogds e
a fracdo de matéria orginica utilizada pelas bactérias para seu préprio crescimento como 0S

principais fatores que afetam este rendimento.
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As Figuras 10.4 e 10.5 mostram o volume do gis metano produzido em relagdo a
demanda quimica de oxigénio para os ensaios com 0s residuos de processo utilizando o hidréxido
de cdlcio e peroxido de hidrogénio alcalino, respectivamente. Além disso, os resultados foram

comparados com a producao de biogéds sem adi¢do da amostra (branco do lodo).
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Figura 10.4: Volume de metano produzido em relacdo a DQO para os residuos do processo de

producdo de etanol a partir do bagaco pré-tratado com hidréxido de calcio.
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Figura 10.5: Volume de metano produzido em relacdo a DQO para os residuos do processo de

producdo de etanol a partir do bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogénio alcalino.

Analisando as Figuras 10.4 e 10.5 observaram-se maiores volumes de metano produzido
em relacao a DQO para os residuos do processo do bagaco pré-tratado com hidréxido de calcio.
Para os dois pré-tratamentos, observa-se que quanto maior a concentracdo de sélidos na etapa de

pré-tratamento, menor € o volume de metano produzido em relacdo a DQO.

Assim, para o licor de pré-tratamento, a maior producdo de metano se deu trabalhando
com 4% (m/v) de sélidos para os dois pré-tratamentos, sendo produzidos 180,09 + 6,08 Nem?® de
metano/g DQO para o licor do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio e 126,58 + 8,78 Nem?

de metano/g DQO para o licor de pré-tratamento do peréxido de hidrogénio alcalino.

Observa-se, ainda, analisando as Figuras 10.4 e 10.5 que, para os residuos sélidos,
obtidos ap6s hidrélise enzimatica, foi produzido 171,51 + 8,72 Nem® de metano/g DQO para o

residuo da hidrélise do bagacgo pré-tratado com hidréxido de célcio contra 165,62 + 6,14 Nem?® de
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metano/g DQO para o residuo da hidrélise do bagaco pré-tratado com peréxido de hidrogénio

alcalino.

Segundo LAMO (1991), é possivel obter através da biodigestdo da vinhaca, 300 Ncm?®

de CH4/g DQO consumida, com uma propor¢ao de metano no biogas de 55 a 65%.

A Figura 10.6 apresenta a relacdo entre o volume de metano produzido e o volume de
licor de pré-tratamento utilizado. Observa-se que quanto maior a concentracdo de sélidos durante
a etapa de pré-tratamento, maior € a producdo de metano, ja que com o aumento da concentracao
de so6lidos hd também um aumento da concentra¢do de acucares e de acidos graxos volateis no

meio reacional, aumentando assim o rendimento do processo.

H Hidréxido de célcio

7
H Perdxido de hidrogénio alcalino f
4 5 6 7 8 9 10 15

Concentracao de sodlidos no pré-tratamento (%)

pré-tratamento (dm3/L)
N w ESN (€3] »

—_
|

Volume de CH4/volume de licor de

Figura 10.6: Volume de metano produzido em relacdo ao volume de licor de pré-tratamento.

Em relacdo ao residuo de hidrdlise enzimatica, a Figura 10.7 mostra resultados bem
similares para os dois pré-tratamentos, sendo possivel produzir 167,16 + 6,14 Ndm® de

metano/kg do residuo de hidrdlise do bagago pré-tratado com hidréxido de cdlcio e 165,62 + 8,72
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Ndm® de metano/kg do residuo de hidrélise do bagago pré-tratado com perdxido de hidrogénio

alcalino.
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Figura 10.7: Volume de metano produzido em relacdo a massa de residuo da hidrélise

enzimatica.

10.4.2.Analises para o Aproveitamento da Lignina

10.4.2.1.Teor de Umidade e Analise Térmica da Lignina

O poder calorifico de um material estd diretamente relacionado com o teor de umidade.
Ap6s andlises, segundo metodologia descrita no apéndice I, a Tabela 10.9 apresenta a massa de

lignina precipitada e o teor de umidade para cada um dos pré-tratamentos.
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Tabela 10.9: Quantidade de lignina recuperada e teor de umidade.

Lignina Quantidade recuperada  Teor de umidade
(g/kg de bagaco) (%)

Hidroxido de calcio 139,63 £0,0134 22,72 +0,472

Peroéxido de hidrogénio alcalino 147,28 +0,0158 19,43 £ 0,123

A Figura 10.8 apresenta as curvas de calorimetria diferencial de varredura (DSC) das
ligninas precipitadas do licor de pré-tratamento com hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio
alcalino. Observa-se que a exoterma de degradacdo da lignina obtida do pré-tratamento do
peréxido de hidrogénio alcalino ocorre a uma menor temperatura que para a lignina obtida do

pré-tratamento com hidréxido de célcio.
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Figura 10.8: Curvas de DSC das ligninas.
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Uma possivel explicacdo para este comportamento € que para o processo com peroxido
de hidrogénio alcalino a lignina sofre uma forte oxidacdo, o que acaba provocando uma
decomposicdo do seu esqueleto. Isso acaba gerando outros possiveis sitios de decomposicido
térmica, levando a lignina a se decompor a uma menor temperatura, comparada com a lignina de

hidréxido de calcio.

E possivel verificar ainda, analisando a Figura 10.8, o teor de umidade do material
através da curva endotérmica a temperatura de 100°C. Nota-se realmente que o teor de umidade
da lignina obtida do licor de pré-tratamento com hidréxido de cdlcio apresentou um teor de
umidade maior do que para a lignina isolada do pré-tratamento com perdxido de hidrogénio

alcalino, como apresentado na Tabela 10.9.

Utilizando Calorimetria Diferencial de Varredura podemos verificar que a temperatura
de degradacdo da lignina isolada do pré-tratamento com hidréxido de cdlcio € de 413,5° C,
apresentando uma entalpia de 67,9 J/g. Em contrapartida, a lignina isolada do pré-tratamento com

peréxido de hidrogénio apresentou uma temperatura de 400,6° C, com entalpia de 52,5 J/g.

Estudos realizados por SOUZA (2006), utilizando a lignina da DEDINI obtida pelo
processo organosolv, mostra que a lignina isolada deste processo apresenta temperatura de

degradacao de 395°C, com entalpia de 106 J/g.

10.4.2.2.Analise das Ligninas por Cromatografia de Permeacao em Gel (GPC)

Ap6s andlise por GPC, através da curva padrdo de distribuicdo de massas molares, foi

possivel calcular a massa molecular média em massa ( Mw ) e em ndmero ( Mn ), para as ligninas
obtidas apds precipitacdo no licor de pré-tratamento com hidréxido de sédio e perdxido de

hidrogénio alcalino.

A polidispersividade foi calculada utilizando a seguinte relagao:
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Polidispersividade = W/ Mn 10.2

Onde: Mw ¢é a massa molecular média em massa que se refere a uma média ponderada onde cada

molécula contribui para a Mw na propor¢do do quadrado da sua massa; e Mn € a massa
molecular média em nimero que se refere a massa total de todas as moléculas (1 mol) em relagdao

ao numero total de mols de moléculas presentes.

A Tabela 10.10 apresenta os valores de massa molecular média em massa e em niimero,
e o valor da polidispersividade das ligninas precipitadas. Nos dois casos, as ligninas apresentaram
uma baixa solubilidade no eluente THF, sendo assim os resultados apresentados sao

representativos apenas para a fracao soldvel.

Tabela 10.10: Valores de Mw , Mn e polidispersividade para as ligninas obtidas apds
precipitacao no licor de pré-tratamento do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio e per6xido

de hidrogénio alcalino.

Lignina Mw Mn Mw / Mn
Hidroxido de calcio 907 460 3,66
Peroxido de hidrogénio alcalino 952 502 3,88

Analisando a Tabela 10.10 nota-se que a lignina isolada do processo com peréxido de

hidrogénio alcalino apresenta fragmentos com massas molares média em massa (Mw )
superiores aos da lignina precipitada do licor de pré-tratamento com hidréxido de cédlcio. Além
disso, a lignina de peroxido produz um maior nimero de fragmentos de ligninas com massas

molares diferentes, que € evidenciado pelo maior grau de polidispersividade desta lignina.

A principio poderiamos esperar que maiores intensidades de condensacao (da prépria

lignina e da lignina com os carboidratos) deveriam levar a um aumento da massa molar. Contudo,

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo 311



Capitulo 10: Propostas para Utilizacao dos Residuos dos Processos

as andlises sdo significativas apenas para a parte solivel das ligninas, sendo assim, ndo foi

possivel quantificar (pela anélise da massa molar) a extensdo das reacdes de condensacdo.

10.5. Conclusoes

Neste capitulo foi estudada uma proposta inicial para a utilizacdo dos residuos da etapa
de pré-tratamento e hidrélise enzimatica. Foi proposta uma separag¢do do licor de pré-tratamento
visando a obtencdo, na fra¢do solivel, de um licor rico em agtcares ndo fermentesciveis e na
fracdo insoluvel, da lignina precipitavel. Para o residuo obtido apds etapa de hidrélise enzimdtica
e para a fragcdo liquida do licor de pré-tratamento, a proposta é a producdo de biogés. A lignina
foi testada quando ao seu poder de recuperagdo e entalpia. O objetivo, nos dois casos, € utilizar o
biogés produzido e a lignina precipitdvel na queima direta em caldeias para geracdo de energia

para o processo produtivo.

Os resultados mostram altos valores de DQO para os licores de pré-tratamento com
peréxido de hidrogénio alcalino, estando este fato diretamente relacionado com a maior

quantidade de xilana e lignina solubilizada.

Os maiores volumes de biogds produzido em relacio a DQO foram observados para os
residuos do processo do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio. Para os dois pré-
tratamentos, observou-se que quanto maior a concentracao de s6lidos na etapa de pré-tratamento,

menor € o volume de biogds produzido em relagao a DQO do residuo.

Foram produzidos 180,09 + 6,08 Nem?® de metano/g DQO para o licor de pré-tratamento
do hidréxido de calcio com 4% (m/v) de sélidos contra 126,58 + 8,78 Nem® de metano/g DQO

para o licor de pré-tratamento do per6xido de hidrogénio com 4% (m/v) de sélidos.

Para os residuos sélidos, obtidos apds hidrélise enzimaética, foi possivel produzir 171,51
+ 8,72 Nem® de metano/g DQO para o residuo da hidrélise do bagaco pré-tratado com hidréxido
de célcio contra 165,62 + 6,14 Nem® de metano/g DQO para o residuo da hidrélise do bagaco

pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino.
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Em relacdo ao volume de metano produzido pelo volume de licor de pré-tratamento
utilizado, observou-se que quanto maior a concentracdo de sélidos durante a etapa de pré-
tratamento, maior € a producdo de metano, ja que com o aumento da concentragdo de s6lidos ha
também um aumento da concentracdo de acticares no meio reacional e de 4cidos graxos volateis,

aumentando assim o rendimento do processo.

Em relag@o ao residuo de hidrdlise enzimatica, observaram-se resultados bem similares,
para os dois pré-tratamentos, em relacdo a producao de biogds. Foi possivel produzir 167,16 +
6,14 Ndm® de metano/kg do residuo de hidrélise do bagaco pré-tratado com hidréxido de clcio e
165,62 + 8,72 Ndm® de metano/kg do residuo de hidrélise do bagaco pré-tratado com peréxido de

hidrogénio alcalino.

Em relagdo a lignina, foi possivel recuperar 139,63 + 0,0134 g/kg de bagaco no licor de
pré-tratamento com hidréxido de cdlcio contra 147,28 + 0,0158 g/kg de bagaco no licor de pré-
tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino, apresentando um teor de umidade de

aproximadamente 22,72% e 19,43%, respectivamente, apOs secagem a temperatura ambiente.

Analisando a entalpia da lignina, foi possivel verificar que a exoterma de degradacdo da
lignina precipitada no licor de pré-tratamento com hidréxido de célcio apresentou uma
temperatura de 413,5°C, com uma entalpia de 67,9 J/g. Ja a lignina isolada do pré-tratamento com

perdxido de hidrogénio apresentou uma temperatura de 400,6°C, com entalpia de 52,5 J/g.
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CONCLUSOES FINAIS

Neste trabalho o desempenho dos pré-tratamentos com hidréxido de célcio e per6xido de
hidrogénio alcalino foi avaliado com o objetivo de estudar a produgdo de etanol de segunda
geracdo a partir da fermentagdao dos hidrolisados enzimaticos obtidos nas condi¢des 6timas dos

Pprocessos.

No capitulo 2 foi apresentada uma revisdo bibliografica descrevendo todas as etapas
envolvidas no processo de producdo de etanol a partir de materiais lignoceluldsicos, além de

estudos relacionados ao aproveitamento dos residuos.

No capitulo 3 foi apresentada toda a metodologia empregada na separagdo e
caracterizacdo quimica do material lignocelulésico, e das enzimas celulase e B-glicosidase, além
dos resultados relacionados a esta preparacdo, como andlise compositiva de cada biomassa

estudada, andlise das atividades enzimadticas e de seus efeitos sob o pH e a temperatura do meio.

Nesta etapa foi possivel observar, através da andlise granulométrica, que
aproximadamente 85,59% do bagaco “in-natura” apresentou um didmetro médio superior a
1,689 mm. Dentre esta propor¢do observou-se uma grande heterogeneidade de tamanhos de fibra.
Em se tratando da composicdo quimica dos dois materiais estudados, foi observado que o bagago
ndo peneirado apresentou em sua constituicdo uma maior quantidade de fibras, ao contrario do

bagaco peneirado, cuja composi¢do quimica assemelha-se mais com a parte medular da planta.

No capitulo 4 foi realizado um estudo inicial das condi¢des de pré-tratamento visando a

comparacdo de dois tamanhos de particula: o bagagco de cana ndo peneirado e peneirado. Foram
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utilizados como agentes de pré-tratamento o hidréxido de célcio (cal) e per6xido de hidrogénio
alcalino, levando em consideracdo os efeitos da varidvel tempo reacional, temperatura e
concentracdo do reagente em relacdo a sua eficiéncia em liberar os agucares apds hidrdlise
enzimatica. Para o pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino, as condi¢des ja haviam
sido otimizados em trabalhos anteriores. Os resultados foram analisados mediante um

planejamento estatistico linear através de software estatistico comercial.

Para os dois pré-tratamentos nao foi observada a necessidade de se diminuir o tamanho
da particula para melhorar a acessibilidade da enzima durante a etapa de hidrélise. Este resultado
ndo se trata de um caso generalizado, uma vez que a fracdo principal do material denominado
como bagaco peneirado era composto por medula. Assim, a etapa de reducdo do tamanho da
particula ndo deve ser descartada em novos estudos. Além disso, a diminui¢do do tamanho da
particula acaba gerando algumas vantagens em se tratando da fluidodindmica em reatores e na

questao de cinética das reacdes.

O pré-tratamento com hidréxido de cdlcio proporcionou rendimentos de glicose
similares para o bagaco ndo peneirado e peneirado, de 0,202 g/g biomassa bruta seca e 0,211 g/g
biomassa bruta seca, respectivamente. Para o pré-tratamento com peréxido de hidrogénio
alcalino, o baga¢o ndo peneirado levou a resultados melhores em termos de quantidade de glicose
liberada apds hidrélise se comparado com o bagacgo peneirado, 0,309 g/g biomassa bruta seca e

0,239 g/g biomassa bruta seca, respectivamente.

Em relacdo as andlises estatisticas, para os dois pré-tratamentos foi possivel propor
modelos lineares estatisticamente significativos a 90% de confianca para descrever as

concentragdes de glicose liberadas em fun¢do dos fatores considerados.

No capitulo 5 foi apresentada a escolha do bagaco a ser utilizado na etapa de otimizagao,
sendo descritas todas as andlises e resultados do planejamento estatistico composto central

visando a otimizacao dos pré-tratamentos.

O bagaco ndo peneirado foi selecionado para utilizacdo na etapa de otimizacao do pré-
tratamento, ja que este proporcionou um maior aproveitamento da matéria prima como um todo,

além de levar a rendimentos maiores ou similares de glicose em relacdo ao bagago peneirado.
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O pré-tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino mostrou-se superior ao pré-
tratamento com hidréxido de célcio uma vez que, tanto a produtividade quanto o rendimento em

glicose foram significativamente superiores.

Os resultados da concentra¢do dos agucares liberados apds hidrélise enzimatica a 50°C,
pH 4,8 e carga enzimdtica de 3,5 FPU/g biomassa seca pré-tratada e 1,0 CBU/g biomassa seca
pré-tratada, foram de 0,233 g/g biomassa bruta seca de glicose e 0,188 g/g biomassa bruta seca de
xilose, para o pré-tratamento com hidréxido de cdlcio (90 h, 90,0°C e 0,47 g/g de cal) e 0,380 g/g
biomassa bruta seca de glicose e 0,158 g/g biomassa bruta seca de xilose para o pré-tratamento
com peroxido de hidrogénio alcalino (1 h, 25°C, 7,36% (v/v) H,O, em pH 11,5). Os rendimentos
de glicose correspondentes foram de 51,8% e 83,4% para os pré-tratamentos com hidréxido de

calcio e peroxido de hidrogénio alcalino, respectivamente.

No capitulo 6 foi apresentado um estudo do aumento da concentracdo de sélidos na
etapa de pré-tratamento do bagaco com hidréxido de célcio e per6xido de hidrogénio alcalino. O
intuito desta etapa € visualizar a carga mdxima de sélidos possivel para entrada no reator de pré-
tratamento sem que haja um comprometimento no desenvolvimento da etapa de hidrdlise

enzimatica e consequentemente no rendimento dos aguicares fermentesciveis.

Foi possivel observar que com o aumento da concentracdo de sélidos, para os dois pré-
tratamentos, houve uma diminui¢do da efici€éncia do processo de pré-tratamento em relacdo a
deslignificacdo e solubilizacdo da hemicelulose. Em todos os ensaios ndo foram observadas

perdas significativas de celulose.

N

Em relacdo a concentracdo de soélidos, foi possivel trabalhar com até 8% (m/v) de
bagaco no pré-tratamento com hidréxido de célcio e com até 15% (m/v) no pré-tratamento com

perdxido de hidrogénio alcalino, sem que isso prejudicasse na homogeneiza¢ao do material.

O melhor rendimento global de glicose foi obtido a uma concentracdo de 4% (m/v) de
s6lidos para os dois pré-tratamentos, sendo de 53,6% para o bagaco pré-tratado com cal e 83,9%
para o perdxido, utilizando uma carga enzimatica de 3,5 FPU/g bagaco seco pré-tratado e 1,0

CBU/g bagaco seco pré-tratado. Assim, foi estabelecido o pré-tratamento com 4% (m/v) de
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s6lidos como o 6timo para o processo. Do ponto de vista fluidodindmico, os reatores suportam

concentracdes maiores de sélidos do que as estudadas nos dois pré-tratamentos.

Em relagdo a andlise para determinacdo do indice de cristalinidade corrigido foi
observado que este aumenta com o aumento da concentracdo de sélidos no reator, ou seja, €

fortemente influenciado pela composi¢do da biomassa.

No capitulo 7 foi apresentado um estudo da otimizagcdo da carga enzimdtica para a
hidrélise do bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio e peréxido de hidrogénio alcalino nas
condi¢cdes previamente otimizadas. O intuito desta etapa foi determinar a carga enzimética
minima capaz de levar a um alto rendimento de agucares fermentesciveis. O efeito da carga
enzimatica no rendimento de agucares fermentesciveis foi estudado através de andlises utilizando
o planejamento composto central (superficie de resposta) para determinar a quantidade 6tima de

celulase e B-glicosidase em cada um dos pré-tratamentos desenvolvidos.

Foi observado, na condi¢do otimizada, que o bagaco pré-tratado com perdxido de
hidrogénio requer bem menos enzima celulase do que o pré-tratamento com hidréxido de cdlcio:
3,5 FPU/g de bagaco seco pré-tratado contra 50,0 FPU/g de bagaco seco pré-tratado,
respectivamente. Este fato estd diretamente relacionado a maior eficiéncia na deslignificacdo do

material pré-tratado com peréxido.

Além disso, o pré-tratamento com perdxido de hidrogénio apresentou vantagens
significativas, j4 que minimiza a concentracdo enzimdtica total (celulase + B-glicosidase). A
relacdo celulase/B-glicosidase apresenta-se de 0,14 para o bagaco pré-tratado com perdxido e 2
para o pré-tratado com hidréxido de célcio, ou seja, 14,3 vezes menor para o material pré-tratado

com perdxido.

Para o pré-tratamento de hidréxido de célcio, foi observado no processo otimizado uma
relagdo B-glicosidase/celulase muito baixa. Uma possibilidade de aumentar a eficiéncia da etapa

de hidrdlise enzimatica seria aumentar esta relagao.

No capitulo 8 foi apresentado um estudo do aumento da concentracdo de sélidos na
etapa de hidrdlise enzimdtica do bagaco pré-tratado com hidréxido de cdlcio e perdxido de

7z

hidrogénio alcalino. O intuito desta etapa € aumentar a concentracdo final de acucares,
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proporcionando assim uma maior efici€éncia energética, melhor produtividade cinética e maior

conversao possivel.

Foi observado que com o aumento da concentracdo de sdlidos durante a etapa de
hidrélise enzimdtica hda um aumento da concentracdo de actcares liberados no meio reacional,

mas, em contrapartida, observa-se uma diminui¢do da eficiéncia do processo.

O processo em batelada alimentada foi visto como uma reposta para aumentar a
concentracao final de agicares no meio, proporcionando, além disso, um melhor aproveitamento

do reator.

Foi observado que com o aumento da concentragdo de s6lidos no reator, para ambos os
materiais pré-tratados, houve um acimulo de celobiose ao longo do tempo. Neste caso, para
melhores concentragdes de agucares serem obtidos seria necessdrio aumentar a concentragao da

enzima B-glicosidase

Em relagdo a produtividade, os resultados mostraram-se vantajosos quando se trabalhou
com altas concentracdes de soélidos. Os dois materiais pré-tratados apresentaram produtividade
em uma mesma ordem, sendo um fator diferencial a carga da enzima celulase, 14,3 vezes maior
para o bagaco pré-tratado com hidréxido de célcio. Assim, considerando o fator enzima, o
material pré-tratado com perdxido apresenta-se muito mais produtivo.

No capitulo 9 foram apresentados os resultados das fermenta¢des dos hidrolisados
visando a producdo de etanol de segunda geracdo. FermentacOes foram realizadas com os
hidrolisados obtidos apds hidrdlise enzimadtica, nas condicdes otimizadas, do bagaco pré-tratado
com hidréxido de cdlcio e peréxido de hidrogénio alcalino, também nas condi¢des otimizadas.
Efetuaram-se estudos em modo batelada e continuo, visando a avaliagdo da influéncia dos
inibidores nesta etapa. No processo continuo, optou-se por adicionar o hidrolisado, em diferentes
concentracdes, ao melago industrial, objetivando assim uma integragao do processo fermentativo

convencional com o processo de etanol de segunda geragao.

Os resultados mostraram que para o processo de fermentacdo continua, a levedura foi

capaz de manter um nivel relativamente constante de atividade de fermentacao durante todo curso
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do processo. O mosto preparado com o hidrolisado do bagaco pré-tratado com hidréxido de

calcio promoveu a floculacao da levedura devido ao fato da presenca de ions célcio.

Nos processos de fermentacdo continua seria importante empregar um sistema para
reativacdo dcida da levedura em pé-de-cuba, visando analisar a viabilidade da levedura apés este

reciclo.

Em relacdo ao processo em batelada, os resultados mostram que foi possivel fermentar
os hidrolisados puros sem que houvesse perdas de fermentabilidade por parte da levedura.
Rendimentos finais de 89,2% foram encontrados para a fermentacdo do meio sintético de glicose,
de 87,4% para o hidrolisado do bagago pré-tratado com hidréxido de calcio e de 88,4% para o

hidrolisado do bagacgo pré-tratado com peréxido de hidrogénio alcalino.

No caso da fermentacdao em batelada, o estudo realizado no shaker pode levar a uma
aeracdo superficial, o que acaba ndo reproduzindo fielmente as condi¢des de fermentacdo. Além
disso, ndo foi efetuada uma lavagem da levedura para eliminagcdo dos nutrientes, o que pode
favorecer ainda mais a fermentacdo. De toda forma, a presenca de inibidores foi muito baixa, o
que eventualmente ndo acarretaria problemas durante esta etapa. Além dos inibidores
quantificados, furfural, 5-hidroximetilfurfural e dcido acético, seria interessante a quantificacdo

dos inibidores fendlicos uma vez que estes apresentam grande fator inibitorio.

Por fim, o capitulo 10 apresentou uma proposta para a utilizacdo dos residuos da etapa
de pré-tratamento e hidrélise enzimatica. Foi proposta uma separagdo do licor de pré-tratamento
visando a obtencdo, na fra¢do solivel, de um licor rico em agticares ndo fermentesciveis e na
fracdo insoluvel, a lignina precipitdvel. Para o residuo obtido apds etapa de hidrélise enzimatica e
para a fracdo liquida do licor de pré-tratamento, a proposta foi a producdo de biogas. A lignina foi
testada quanto a sua recuperacdo e entalpia. O objetivo, nos dois casos, foi utilizar o biogds
produzido e a lignina precipitdvel na queima direta em caldeias para gera¢dao de energia para o

processo produtivo.

Foram produzidos 180,09 + 6,08 Nem?® de metano/g DQO para o licor de pré-tratamento
do hidréxido de calcio com 4% (m/v) de sélidos contra 126,58 + 8,78 Nem® de metano/g DQO

para o licor de pré-tratamento do per6xido de hidrogénio com 4% (m/v) de sélidos.
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Para os residuos solidos, obtidos apds hidrdlise enzimatica, foi possivel produzir 171,51
+ 8,72 Nem® de metano/g DQO para o residuo da hidrélise do bagaco pré-tratado com hidréxido
de cilcio contra 165,62 + 6,14 Nem® de metano/g DQO para o residuo da hidrélise do bagaco

pré-tratado com perdxido de hidrogénio alcalino.

Sugere-se a utilizagdo do residuo de hidrélise como combustivel primario e ndo a sua
utilizacdo na biodigestdo devido, principalmente, ao tempo necessdrio para producdo do biogas.
O residuo de hidrélise é composto basicamente por hemicelulose e lignina, ricos em carbono,
podendo gerar bastante energia através da sua queima direta em caldeira. Uma andlise
interessante seria o calculo do PCI (Poder Calorifico Inferior) das amostras através de formulas

basicas (composicao elementar C, H, N, O, S).

Em relagdo a lignina, foi possivel recuperar 139,63 + 0,0134 g/kg de bagaco no licor de
pré-tratamento com hidréxido de cdlcio contra 147,28 + 0,0158 g/kg de bagaco no licor de pré-
tratamento com peroxido de hidrogénio alcalino, apresentando um teor de umidade de

aproximadamente 22,72% e 19,43%, respectivamente, apOs secagem a temperatura ambiente.

Analisando a entalpia da lignina, foi possivel verificar que a exoterma de degradacdo da
lignina precipitada no licor de pré-tratamento com hidréxido de célcio apresentou uma
temperatura de 413,5°C, com uma entalpia de 67,9 J/g. Ja a lignina isolada do pré-tratamento com

perdxido de hidrogénio apresentou uma temperatura de 400,6°C, com entalpia de 52,5 J/g.
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Para trabalhos futuros, sugere-se o desenvolvimento e aprofundamento do aprendizado

desenvolvido nesta Tese de Doutorado, como explicitado a seguir:

e Caracterizacdo estrutural do bagaco apds etapa de pré-tratamento em relacdo a propriedades

como porosidade, grau de polimerizagdo, drea superficial, dentre outros;

¢ Estudo cinético da etapa de pré-tratamento com peréxido de hidrogénio alcalino para cédlculo

de reator otimizado (méxima concentracao de sdlidos e condicdes 6timas de pré-tratamento);

® Determinacdo da variagdo do indice de cristalinidade da biomassa ao longo do processo da
hidrélise enzimadtica visando encontrar uma relacdo entre o indice de cristalinidade e a

digestibilidade da biomassa durante a etapa de hidrélise;

e Andlise técnico-economica dos pré-tratamentos propostos, podendo assim efetuar uma

comparagao com outros pré-tratamentos;

¢ Quantificacdo do excesso de peréxido de hidrogénio no licor de pré-tratamento através de

métodos nao colorimétricos, ja que a lignina presente no meio interfere na utilizacao destes;

e Determinacdo da adsor¢do enzimética ao longo do processo de hidrélise, podendo ser

efetuados através de isotermas de Langmuir;

¢ Modelagem cinética da hidrolise enzimatica usando modelos deterministicos e/ou redes

neuronais;

e Estudos relacionados ao consumo de &dgua no processo de pré-tratamento e hidrolise

enzimatica;

e Modelagem cinética da etapa de fermentacdo usando como substrato melaco e hidrolisado a
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diferentes porcentagens;

e Reproducdo experimental dos processos de pré-tratamento, hidrélise enzimética e fermentacao

em escala semi-industrial;

e Caracterizacgdo da lignina precipitada através de espectroscopia no infravermelho, ressonancia

” 1 13 P S . ..
magnética nuclear de 'H e de ~C e determinagdo de grupos funcionais e férmulas minimas;

e Propostas de outras formas de aproveitamento dos residuos do processo de pré-tratamento e

hidrdlise enzimatica.
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APENDICE I

DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE DA BIOMASSA

A determinagdo do teor de umidade da biomassa foi baseado no procedimento padriao do
NREL “Determination of Total Solids in Biomass” (SLUITER et al., 2005a). O objetivo desta
andlise foi medir a quantidade de dgua e outros componentes volateis a 105°C presentes nas

amostras de bagaco.

1. Procedimento

Béqueres de 100,0 mL foram previamente secos a 105°C em uma estufa, deixados em
um dessecador para esfriarem até temperatura ambiente, e posteriormente pesados em uma
balanca analitica (M;). Amostras homogeneizadas de aproximadamente 6,00 g de bagaco foram
pesadas nos béqueres e tiveram suas massas anotadas (M;). As amostras foram entdo levadas para
uma estufa a 105°C e secas até peso constante (mudanga de +0,1% na umidade atual em cima de
1 h de reaquecimento). E aconselhdvel secar pelo menos 24 h. Apés este periodo, as amostras
foram retiradas da estufa e colocadas em um dessecador para que esfriassem até a temperatura
ambiente. Os béqueres contendo o bagaco absolutamente seco foram entdo pesados tendo suas

massas anotadas (M3). Para todas as amostras de bagago foram realizados ensaios em triplicata.

2. Calculo

Para o célculo do teor de umidade do bagago temos:

ZMl

% umidade = (1 § (MD X100 I-1
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M;: massa do béquer vazio, em g
M;: massa do béquer + amostra imida, em g

M;: massa do béquer + amostra absolutamente seca, em g

Inversamente, o indice de sélidos totais da amostra é calculado como:

M,.-M
% s6lidos totais = (;

2 Ml

jxlOO ou % soélidos totais = 100 — % umidade 1-2
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APENDICE II

DETERMINACAO DA DISTRIBUICAO DO TAMANHO DE PARTICULA NA
BIOMASSA

O procedimento padrao do NREL “Preparation of Samples for Compositional Analysis”
(HAMES et al., 2005) foi utilizado como referéncia para determinacdo da distribui¢do do
tamanho de particula na biomassa. O objetivo foi separar granulometricamente o material que
serd utilizado nos experimentos de pré-tratamento e hidrélise, denominado como bagaco

peneirado.

1. Procedimento

Foram utilizadas peneiras da série de Taylor de 12, 16, 24, 32, 42, 60 e 80 mesh para a
separacdo do material. As peneiras foram inicialmente pesadas e posteriormente empilhadas na

seguinte ordem, comeg¢ando na parte inferior: a bandeja inferior, 80, 60, 42, 32, 24, 16 ¢ 12 mesh.

Aproximadamente 80,00 g do bagaco foram adicionados na parte superior da série de
peneiras e estas foram presas em um agitador eletromagnético sendo agitadas durante 15 min.

Ap6s este periodo, as peneiras foram pesadas para determinar a massa retida em cada uma delas.

As fragdes retidas nas peneiras de 16 a 60 mesh (-12+60 mesh) foram misturadas,
homogeneizadas, e teve seu teor de umidade determinado segundo metodologia descrita no

apéndice I. O material foi armazenado em bolsas hermeticamente fechadas dentro do freezer.

Para a determinacdo da fragdo massica retida, foram realizados ensaios em triplicata. O
processo foi repetido inimeras vezes até que uma quantidade de substrato minima fosse obtida

para a realizacdo dos experimentos (aproximadamente 1,0 kg).
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2. Calculo

Para determinacdo da fragdo mdssica retida (exemplo para a fragdo da peneira de 12

mesh) temos:

Fracao ., % =[

X X X X X X X X

|
®©
(=)

M+12
M+12+M+16 + M+24+M+32+M+42+M+60+M+80+M—80

jxlOO II-1

.1» - massa das particulas retidas na peneira de 12 mesh, em g

.16 - Massa das particulas retidas na peneira de 16 mesh, em g

., - Massa das particulas retidas na peneira de 24 mesh, em g

.3, - massa das particulas retidas na peneira de 32 mesh, em g

.4, - Massa das particulas retidas na peneira de 42 mesh, em g

.60 - Massa das particulas retidas na peneira de 60 mesh, em g

.z - Massa das particulas retidas na peneira de 80 mesh, em g

: massa das particulas que passaram na peneira de 80 mesh ou terra, em g
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APENDICE III

DETERMINACAO DO TEOR DE CINZAS NA BIOMASSA

Para determinacdo do teor de cinzas na biomassa, o estudo foi baseado no procedimento
padrao do NREL “Determination of Ash in Biomass” (SLUITER et al., 2005b) e BIANCHI
(1995). A finalidade era quantificar o material inorganico na biomassa, estrutural ou extraivel,

como parte da composig¢ao total.

1. Preparaciao das amostras

Primeiramente foi determinado o teor de umidade das amostras usando o procedimento
padrao do NREL descrito no apéndice I. Esta umidade foi descontada da massa da amostra
pesada para realizacdo do experimento. Para determinacdo do teor de cinza é aconselhdvel a
lavagem do bagaco uma vez que os teores de terra sd@o consideravelmente altos e podem interferir

na andlise, levando a um resultado superestimado.

2. Procedimento

Cadinhos de porcelana de 50,0 mL foram numerados e pesados em uma balanga
analitica tendo suas massas anotadas (M;). Pesou-se cerca de 1,00 g do material, descontando o
teor de umidade, nos cadinhos previamente pesados (M;). O material foi carbonizado na mufla a
800°C por 20 min. Apds este periodo, a mufla foi desligada e esperou-se cerca de 1 h até que o
material resfriasse. Posteriormente, os cadinhos foram transferidos para um dessecador e efetuada
a pesagem do material. A calcinagdo foi repetida por mais 15 min para se verificar a constancia

do peso (M3). As andlises foram realizadas em triplicata.
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3. Calculo

Para o calculo do teor de cinza temos:

M,-M

% cinza = (#jx 100 I-1
M 2 1

M;: massa do cadinho calcinado vazio, em g

M;: massa do cadinho + massa do bagago descontando o teor de umidade, em g

M;: massa do cadinho com cinzas, em g
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APENDICE IV

DETERMINACAO DOS EXTRATIVOS NA BIOMASSA

Este procedimento de determinacdo dos extrativos na biomassa foi baseado nos
procedimentos padroes do NREL “Determination of Extractives in Biomass” (SLUITER et al.,
2005c¢) e na norma TAPPI T 204 om-88 “Solvent Extractives of Wood and Pulp” (TAPPI, 1996).
A determinacao dos extrativos apresenta duas finalidades: quantificar os extrativos para a andlise
compositiva e remover o material ndo estrutural antes da quantificacdo da lignina e dos

carboidratos para que nao haja interferéncia nestas etapas analiticas.

1. Preparacio

Primeiramente foi determinado o teor de umidade do bagagco de acordo com o
procedimento descrito no apéndice I. Adicionou-se aproximadamente 4,00 g da amostra,
descontando o teor de umidade, ao cartucho de extracdo tendo sua massa devidamente anotada

(My).

Apds montagem do extrator, o cartucho preenchido pela biomassa foi devidamente

introduzido no tubo de extragao do soxhlet.

2. Analise da amostra

Adicionou-se 200,0 mL de dgua destilada em cada baldo do extrator juntamente com
pérolas de vidro. Os baldes foram colocados no extrator e o aquecimento ajustado para que
fornecesse no minimo 10 sifonag¢des por hora. A extracdo ocorreu até que o solvente em torno do

cartucho de extracao se tornasse incolor.

ApO6s extracao em dgua, as amostras foram novamente submetidas a extracdo, utilizando
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aproximadamente 200,0 mL de 4lcool etilico em cada baldao do extrator. A extracdo foi mantida

até desaparecimento total da coloracdo (aproximadamente 8 horas).

Ao término da extracdo, os sOlidos foram transferidos, tdo quantitativamente quanto
possivel, para um funil de Buchner, lavados com aproximadamente 100,0 mL de etanol, filtrados
a vdcuo e secos em uma estufa a 105°C até massa constante, determinada em balancga analitica

(M).

3. Calculo

Para o calculo do teor de extrativos no bagaco temos:

% extrativos = (%j x 100 V-1

1

M;: massa do bagaco descontado o teor de umidade, em g

M;: massa do bagaco livre de extrativos, em g
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APENDICE V

DETERMINACAO DO CONTEUDO DE CARBOIDRATOS, LIGNINA, GRUPOS
ACETIL, FURFURAL E 5-HIDROXIMETILFURFURAL NA BIOMASSA

Estas andlises foram baseadas nos procedimentos padrdes do NREL “Determination of
Acid Soluble Lignin Concentration Curve by UV-Vis Spectroscopy” (HYMAN et al., 2007),
“Determination of Acid-Insoluble Lignin in Biomass” (TEMPLETON e EHRMAN, 1995),
“Determination of Structural Carbohydrates and Lignin in Biomass” (SLUITER, 2008),
“Determination of Sugars, Byproducts, and Degradation Products in Liquid Fraction Process
Samples” (SLUITER et al., 2005d), nas normas ASTM “Determination of Carbohydrates in
Biomass by High Performance Liquid Chromatography” (ASTM E1758, 1996) e “Test Method
for the Determination of Acid-Insoluble Residue in Biomass” (ASTM E1721, 1995) e segundo
SALAZAR et al. (2005). O objetivo é a quantificagdo de celobiose, glicose, xilose, arabinose,

lignina (lignina soldvel e insolivel), 4cido acético, furfural e 5-hidroximetilfurfural.

1. Preparacio da amostra

Primeiramente foi determinado o teor de umidade da biomassa como descrito no
apéndice 1. O teor de umidade deve ser menor que 10%, caso contrdrio uma nova secagem do
material deve ser realizada. Para execucdo do procedimento de quantificacdo, o material foi
moido e passado por uma peneira de 20 mesh. Particulas retidas na peneira eram novamente

moidas para que a composi¢ao quimica do material nao fosse alterada.

Tamanhos de particulas maiores podem conduzir a resultados errdbneos no contetido de
lignina e carboidratos. E extremamente importante que o bagaco esteja livre de extrativos, sendo

necessdria a execucao da experimentacao descrita no apéndice IV.
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2. Hidrolise acida concentrada

Pesou-se aproximadamente 0,30 g de cada amostra de bagaco (M;), descontando o teor
de umidade, em tubos de ensaio devidamente etiquetados. Adicionou-se 3,0 mL de &cido
sulfirico a 72% (m/m) em cada tubo. Os tubos foram encubados em um banho termostatico a
30°C por 1 h. Usando um bastdo de vidro, as amostras foram agitadas a cada 5-10 min sem

remover os tubos do banho.

3. Hidrolise acida diluida

Depois de decorrido o tempo da hidrdlise dcida concentrada, os tubos foram removidos
do banho termostatico e o conteudo transferido quantitativamente para erlenmeyers de 250 mL,
utilizando para isso, 84,0 mL de dgua destilada, sendo a concentragdo 4dcida do meio diluida para
4%. Foi preparado um “branco” com d&cido sulfirico a 4%. Para a completa hidrdlise dos
oligbmeros, os erlenmeyers foram fechados com papel aluminio e eldsticos e colocados em uma
autoclave. As amostras e o branco foram autoclavadas por 1 h a 121°C e 1,1 bar. Apéds a
descompressao da autoclave, os frascos foram retirados e resfriados a temperatura ambiente antes

de remover o papel aluminio.

4. Analise da lignina insolivel

Os hidrolisados édcidos foram filtrados em funis utilizando papéis de filtro. As fracdes
liquidas foram armazenadas para quantificacdo da lignina soldvel, carboidratos, conteido acetil,
furfural e 5-hidroximetilfurfural. Os sélidos retidos foram lavados com dgua destilada em
abundancia, aproximadamente 1,5 L, transferidos para pesa-filtros e secos em estufa a 100° C até
massa constante. Apds este periodo, estes foram removidos da estufa e deixados esfriar até
temperatura ambiente dentro do dessecador, determinando posteriormente suas massas (Mpy).
Parte deste material insolivel é constituido de cinzas, uma vez que estas ndo sdao soldveis em
acido. Assim, para que ndo haja uma superestimacdo dos dados de lignina insolivel, o teor de
cinzas determinado para cada material, segundo a metodologia descrita no apéndice III, deve ser

descontando na andlise de lignina insolivel.
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5. Analise da lignina solavel

A quantidade de lignina solivel foi determinada pela medida de absorbancia em um
espectrofotometro UV-visivel. Transferiu-se 1,0 mL de cada hidrolisado &4cido para baldes
volumétricos de 100 mL que tiveram o volume aferido com 4gua destilada. A leitura da solucao
foi realizada a 280 nm utilizando celas de quartzo. A leitura deve ser realizada até 6 h apds

hidrdlise.

6. Preparacio das amostras para a curva de calibracio dos carboidratos e produtos de

decomposicio

Curvas de calibracdo sdo necessdrias para quantificagdo dos carboidratos e produtos de
decomposicdo por utilizando CLAE. A curva foi realizada utilizando solu¢des de concentragdes
conhecidas correlacionadas com suas respectivas dreas obtidas apds inje¢ao no cromatégrafo. Os
resultados sdo utilizados para calcular uma concentragdo desconhecida de acticares dado uma

area.

Foram preparadas solucdes padrdes de concentracdo de celobiose, glicose, xilose,

arabinose, acido acético, furfural e 5-hidroximetilfurfural.

7. Analise dos carboidratos

Aliquotas de cada hidrolisado, obtido apds a etapa de filtracdo da hidrélise dcida, foram
neutralizadas com carbonato de cdlcio a pH entre 5-6. O carbonato deve ser adicionado
lentamente para evitar a formacdo de espuma. Os hidrolisados neutralizados foram filtrados
diretamente em vials utilizando filtros de membrana GS em éster de celulose com poros de 0,22

pm (Milipore).

As amostras e padroes foram injetados no cromatégrafo utilizando para anélise a coluna
Sugar-Pak I (Waters). As dreas dos picos correspondentes as hexoses e as pentoses foram
utilizadas para calcular as massas de glicana e xilana, respectivamente. Os fatores usados para

converter agicares monoméricos em anidromondmeros sao 0,90 para a glicose e 0,95 para a
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celobiose. De maneira similar, xilose e arabinose tiveram suas corre¢oes efetuadas utilizando um
fator de 0,88. Estes fatores sdo calculados baseados na adi¢do de dgua nos polissacarideos

durante a hidrdlise acida (KAAR et al., 1991 a,b).

As concentragdes de celobiose, glicose, xilose e arabinose foram determinadas a partir

de curvas de calibrac@o obtida com padrdes analiticos descritas no item 6.
As condi¢des de andlise foram:

e Volume de injecao: 10 uL

e Fase mdvel: dgua deionizada filtrada e desgaseificada
e Taxa de fluxo: 0,5 mL/min

e Temperatura do forno: 90°C

e Temperatura do detector: 40°C

e Detector: indice de refracdo

¢ Tempo de execugdo: 15 minutos

Caso houvesse a deteccdo de celobiose em concentragdes maiores que 3 mg/mL, as
andlises eram repetidas uma vez que isso significa uma hidrélise incompleta. Picos que
apresentam tempos de retencdo abaixo da celobiose podem indicar altos niveis de produtos de

degradacao dos acticares na amostra, e isto estd diretamente relacionado com a etapa de hidrolise.

8. Teor de acido acético

Para quantificacdo do 4cido acético nas amostras foi utilizado a coluna Biorad Aminex
HPX-87H equipada com uma pré-coluna. A fase movel utilizada foi uma solucdo de 4cido

sulfdrico a 0,01 mol/L filtrada por filtros de poros de 0,45 um e posteriormente desgaseificada.

Através da determinando da concentra¢do de 4cido acético é possivel transforma-la em
teores de hemicelulose, utilizando para isso um fator de conversao de 0,72 (KAAR et al., 1991

a,b).
As condi¢des para a andlise do 4cido acético foram:

e Volume de injecao: 40 pL.
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e Taxa de fluxo: 0,60 mL/min

e Temperatura do forno: 35°C

e Comprimento de onda: 215 nm

e Temperatura do detector: temperatura ambiente
e Detector: indice de refracao

e Tempo de execucdo: 25 minutos

9. Teor de furfural e 5-hidroximetilfurfural

Para as andlises de furfural e de 5-hidroximetilfurfural, as amostra filtradas em
membrana foram injetadas em uma coluna Nova-Pak C18, Waters, Milford, MA, utilizando
como fase mével uma solug@o de acetonitrila/dgua (1/8 com 1% de acido acético), previamente
filtrada e degaseificada. As dreas dos picos correspondentes ao furfural e 5-hidroximetilfurfural
foram utilizadas para calcular sua concentracdo na amostra utilizando para isso um fator de

conversao de 1,37 e 1,2, respectivamente.
As condi¢Oes para a andlise foram:

¢ Volume injecdo: 20 pL

e Taxa de fluxo: 0,80 mL/min

¢ Temperatura do forno: 30°C

e Comprimento de onda: 280 nm

e Temperatura do detector: temperatura ambiente
¢ Detector: UV-VIS

e Tempo de execucdo: 20 minutos

10. Calculos

Lignina insolavel:

Tese de Doutorado — Sarita Candida Rabelo 375



Apéndice V

M
% ligninainsolivel = HWZJ X IOOJ — % cinzas

V-1
1
M;: massa do bagaco utilizando na hidrdlise descontado o teor de umidade, em g
M;: massa de lignina insoldvel seca, em g
% cinzas: teor de cinzas determinado segundo metodologia descrita no apéndice 111
Lignina solavel:
Clignina solivel = (41,87.(A, — A,,) —0,3279).10 V-2
A, =C, g +C, ¢, V-3
Cligni livel Vi .qo-FD
% lignina soldvel = ( 1ENNASOTIVER Veitado jxlOO
M, V-4

Ar: absorvancia da solucdo de lignina junto com os produtos de degradagao a 280 nm;

App: absorvancia, a 280 nm, dos produtos de decomposicdo dos acucares (furfural e HMF)
calculado através da Equagdo V-3, cujas concentragdes C; e C, foram determinadas previamente
por CLAE e ¢; e g, sdo as absortividades da furfural e HMF (146,85 e 114,00 L g'1 cm'l);

Clignina solivel: concentrag@o da lignina soltvel obtido através da Equagdo V-2 e V-3, em g/
Viirado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L

FD: fator de dilui¢do para leitura da absorbancia, 100

M;: massa do bagaco utilizando na hidrdlise descontado o teor de umidade, em g

Lignina total:

% lignina total = % lignina insoldvel + % lignina soldvel V-5
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Carboidratos:

CCLAE ) CA ) Vﬁltrado jx 100

% acucares =
Ml

CcrLag: concentragdo do actcar quantificado por CLAE, em g/L

CA: anidro correcdo para calcular a concentracdo polimérica dos acucares dada a concentracdo
monomérica dos agucares. Para a glicose, celobiose, xilose e arabinose temos, 0,90; 0,95; 0,88 e
0,88, respectivamente

Viitrado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L

M;: massa do bagaco utilizando na hidrdlise descontado o teor de umidade, em g

Conteado de acetato:

.FC -V,
C filtrado XlOO V-7
M,

C
% acetato = ( A CLAE

Ca cLag: concentragdo de dcido acético quantificado por CLAE, em g/L
FC: fator de conversdo do acido acético, 0,72
Viiado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L

M;: massa do bagaco utilizando na hidrdlise descontado o teor de umidade, em g

Furfural:

Cp coap - FC-V
Ml

% furfural = ( V-8

filtrado j % 100

Cr cLag: concentragdo de furfural quantificado por CLAE, em g/L.

FC: fator de conversido do furfural, 1,37
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Viirado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L

M;: massa do bagaco utilizando na hidrdlise descontado o teor de umidade, em g

5-Hidroximetilfurfural:

V-9

.FC -V.
% hidroximetilfurfural = (CH CLAP MC Vi jxlOO
1

Ch cLaE: concentracdo de 4cido acético quantificado por CLAE, em g/L
FC: fator de conversao do 5-hidroximetilfurfural, 1,20

Viiado: Volume do hidrolisado filtrado, 0,087 L

M;: massa do bagaco utilizando na hidrélise descontado o teor de umidade, em g
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DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA CELULASE

Esta andlise foi determinada de acordo com recomendagdes da IUPAC (GHOSE, 1987,
WOOD e BHAT, 1988; ADNEY e BAKER, 1996). O objetivo foi determinar a atividade da
enzima celulase como atividade de papel de filtro e expressa em FPU por volume de enzima

original.

A quantificagdo dos agucares liberados no meio reacional foi determinada de acordo

com o método DNS descrito por MILLER (1959) e BAZAN (1993).

1. Preparo do tampao citrato

Para o preparo do tampdo citrato 0,05 mol/L pH 4,8, 10,5g de 4cido citrico
monohidratado foram dissolvidos em 37,5 mL de 4gua destilada. Em seguida, adicionou-se
hidréxido de sédio até que a solucdo atingisse o pH de 4,3 (aproximadamente 2,5 g). O volume
da solucdo foi completado para 50 mL e em seguida, mediu-se o pH. Quando necessario, mais
hidréxido de sédio foi adicionado a solug@o para que o pH atingisse 4,5 e assim, obtivéssemos
uma soluc@o tampao de citrato pH 4,5 a 1 mol/L. Para obter a concentracdo de 0,05 mol/L, a
solucdo de 50 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 1 L, que teve seu volume aferido

com 4gua destilada. Neste momento o pH subiu para 4,8.

2. Preparacao da solucdo de DNS

O reagente DNS ¢é preparado através da adi¢ao de 10,6 g de acido dinitro-3,5-salicilico e
19,8 g de hidréxido de s6dio em 1000 mL de dgua destilada. Apds dissolucdo total dos sélidos,
adicionou-se 306,0 g de tartarato de sddio e potdssio, 7,6 mL de fenol (fundido) e 8,3 g de meta-
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bissulfito de s6dio sendo o volume aferido para 1416 mL com 4gua destilada. Porém, verificou-se
que deste modo o reagente sofria degradagdo se estocado por algum periodo, mesmo armazenado

em frasco ambar.

Assim, o reagente DNS passou a ser preparado segundo BAZAN (1993). Dissolveu-se
10,6 g de 4cido dinitro-3,5-salicilico e 19,8 g de hidréxido de s6dio em 1000 mL de 4gua.
Adicionou-se a esta mistura 7,6 mL de fenol fundido a 50°C e 8,3 g de meta-bissulfito de sddio.
O reagente foi guardado em um frasco ambar para proteger da luz e nomeado como solu¢do mae

de DNS.

Para a quantificacdo dos ART, foram transferidos 100 mL da solu¢do mae em um béquer
sendo adicionados 30,6 g de tartarato de s6dio e potédssio, submetido a aquecimento até total
dissoluc@o dos sélidos. Apéds dissolugdo, o volume foi aferido para 146 mL, estando assim a

solugdo pronta para uso.

3. Construcao da curva padriao de glicose

Para constru¢do de uma curva padrdo, amostras com concentragdes conhecidas de
glicose foram preparadas e apds aplicacdo do método DNS, lidas espectrofotometricamente no

comprimento de onda de 540 nm.

Partiu-se de uma solucdo estoque de glicose 10,0 mg/mL, preparada em tampao citrato
0,05 mol/L, sendo realizada dilui¢des de 0 a 10,0 mg/mL. As reagdes com DNS foram realizadas
adicionando em cada tubo de ensaio 1,0 mL de tampao citrato e 0,5 mL de cada uma das
diluicoes de glicose previamente diluidas em tampao citrato. Foi adicionado aos tubos 3,0 mL do
reagente DNS preparado segundo a metodologia descrita no item 2. Os tubos foram fervidos por
5 minutos a 95°C e posteriormente transferidos para um banho de gelo fundente para parar a

reacdo.

Vale ressaltar que ao preparar um novo reagente DNS, uma nova curva-padrdo era

construida.
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4. Determinacio da atividade da celulase

Para a determinacdo da atividade enzimética, partiu-se de uma solu¢do de celulase de
diluicdo de 1:20. De posse dessa solugdo, efetuou-se 5 novas diluicdes em tampao citrato

0,05 mol/L pH 4.,8.

Em cada tubo de ensaio adicionou-se 1,0 mL de tampao citrato e em seguida, 50 mg de
papel de filtro enrolado, tomando o devido cuidado para que este ficasse saturado pelo tampao.
Os tubos foram colocados em um banho termostitico a 50°C para que a temperatura se
equilibrasse. Apdés 10 minutos, adicionou-se 0,5 mL de cada uma das enzimas previamente

diluidas em tampao citrato e os tubos foram encubados por exatamente 60 minutos.

Ao final deste periodo, os tubos foram removidos e a reagdo enzimdtica parada
imediatamente com a adi¢do de 3,0 mL do reagente DNS preparado segundo a metodologia
descrita no item 2. Os tubos foram fervidos por 5 minutos a 95°C e posteriormente transferidos
para um banho de gelo fundente para parar a reacdo sendo invertidos posteriormente para a
homogeniza¢do da solucdo. Quando a polpa de papel restante da reacdo de hidrélise foi

assentada, a cor formada foi medida no espectrofotdometro a 540 nm.

Durante as reacdes, parte da concentracgdo da glicose pode vir da prépria enzima e/ou do
substrato, uma vez que o complexo enzimatico pode conter acticares nutrientes, assim como as
extremidades da celulose podem, as vezes, ser quantificadas como glicose antes de todo o ataque
da enzima. Por esta razdo, os tubos controle, que consistem (a) na enzima sem substrato e (b) no
substrato sem enzima, sdo incluidos durante as analises das amostras e tém seus valores de

absorbancia subtraidos dos valores das absorbancias lidas em cada um dos tubos reacionais.

Assim, a quantificagdo da glicose através do método DNS envolve trés categorias de
reacOes: tubos das amostras a serem quantificadas; tubos do branco reacional, para zerar o

espectrofotometro; e os tubos controle da enzima e substrato.

Para o preparo do tubo do branco reacional, adicionou-se 1,5 mL do tampao citrato e
ap6s os 60 minutos de reacdo aplicou-se o0 método DNS como descrito anteriormente. Para o
preparo dos tubos controle da enzima, adicionou-se 1,0 mL do tampao citrato e 0,5 mL de cada

uma das dilui¢des da enzima, totalizando 5 tubos controle, que ao final do tempo reacional,
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tiveram suas reacOes paradas com a adicdo do DNS, e entdo reagidas como descrito
anteriormente. O tubo controle do substrato foi preparado adicionando 1,5 mL do tampao citrato
e 50 mg de papel de filtro enrolado, que ao final de 60 minutos, também foi analisado pelo

método DNS.

5. Calculo

Com os dados obtidos pela leitura da absorbancia da curva padrdo de glicose, foi
possivel tracar um gréfico linear da concentragdo de glicose (acicar redutor) em funcdo da

absorbancia, obtendo assim uma equacgdo que relaciona as duas grandezas.

De posse das leituras das absorbéancias obtida ap6s hidrélise enzimética do papel filtro e
utilizando a equagdo obtida através da curva padrao de glicose foi possivel determinar a
concentracdo dos ART liberada pela enzima em cada um dos ensaios. Assim, tracou-se uma reta
onde se relaciona a concentra¢ido da enzima em cada uma das dilui¢cdes em funcdo da massa de
glicose liberada por 0,5 mL dessa enzima diluida, determinando assim a atividade enzimatica da

Equacao VI-1

FPU/mL = 20 _ _ umol - min™ - mL"
(0,18016-0,5-60-[enzima diluida]) VL1
FPU/mL = 0.57
[enzima diluida]

Para a celulase, uma unidade da atividade de enzima (FPU) é baseada na liberacdo de
exatamente 2,0 mg de glicose equivalente, isto €, 2,0/0,18016 umol de 50 mg de papel de filtro

por 0,5 mL de enzima diluida em 60 minutos de reagao.
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DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DA B-GLICOSIDASE

Esta andlise foi determinada como recomendado pela [IUPAC (WOOD e BHAT, 1988).
O objetivo foi medida da atividade da PB-glicosidase através de uma solu¢do de celobiose

15 mmol/L e expressd-la em unidades de celobiose (CBU) por volume de enzima original.

Para a quantificacdo da glicose liberada apds hidrdlise da celobiose, foi utilizado o

método enzimatico Glicose GOD-PAP, descrito por HENRY (1974).

1. Preparo do tampao citrato

Para o preparo do tampao citrato 0,05 mol/L pH 4,8 foi realizado segundo metodologia

descrita no apéndice VI item 1.

2. Construcio da curva padrao de glicose

Para constru¢do de uma curva padrdo, amostras com concentracdes conhecidas de
glicose foram preparadas e apds aplicacdo do método Glicose GOD-PAP estas foram lidas

espectrofotometricamente no comprimento de onda de 540 nm.

Prepararam-se, a partir de uma solucdo estoque de glicose 10,0 mg/mL, solucdes de
glicose de 0 a 10,0 mg/mL, com espacamento de 1,0 mg/mL, que apds reagdes com 0 mono-

reagente, foram lidas no espectrofotometro.
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3. Quantificacao da glicose

Para a quantificacdo da glicose, adicionou-se 20 pL. de cada uma das amostras em tubos
de ensaio previamente identificados e 2,0 mL. do mono-reagente. Os tubos foram mantidos em
um banho termostitico a 37°C por 10 minutos para que houvesse o desenvolvimento da
coloracdo rosada. Ao término da reacdo foi efetuada a leitura da absorbancia no
espectrofotometro a 540 nm. Para zerar o espectrofotdmetro, foi utilizado um tubo de reacdo

“branco” com apenas o reagente.

Quando necessdrio, diluigdes das amostras foram efetuadas para possibilitar a leitura, ja
que a reagdo, segundo o fabricante, é linear até 500 mg/dL. Outra observacdo relevante do
fabricante € que, quando a leitura do branco apresenta absorbancia acima de 0,250, o mono-
reagente deve ser descartado, j4 que isso indica uma deterioracdo do reativo de trabalho. A cor

final da reacdo € estavel por 60 minutos.

4. Determinacio da atividade da B-glicosidase

Para a determinacdo da atividade enzimadtica, partiu-se de uma solucdo da enzima [3-
glicosidase de dilui¢do 1:1000. De posse dessa solugdo, foram feitas 4 novas diluicdes em tampao

citrato 0,05 mol/L pH 4,8.

Para cada tubo de ensaio, adicionou-se 1,0 mL de cada uma das dilui¢des da enzima e
estes foram colocados em um banho termostéatico a 50°C para que a temperatura se equilibrasse.
Ap6s 10 minutos, foi adicionado em cada tubo, 1,0 mL da solu¢do de celobiose 15 mmol/L e os
tubos foram encubados por 30 minutos. Ao término da reacdo, os tubos foram imersos em um
banho de 4dgua fervente por exatamente 5 minutos e posteriormente transferidos para um banho

de gelo.

Para a determinag¢do da concentracdo de glicose liberada por cada solu¢do de enzima
diluida, utilizou-se o método de quantificacdo Glicose GOD-PAP como descrito no item 3. Ao
final da reagcdo de quantificacao, adicionou-se 0,2 mL de uma solugdo de acido sulftrico 72% em

cada tubo de ensaio para garantir que a reacdo tenha sido terminada.
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Foram preparados 4 tubos controle da enzima, onde se adicionou 1,0 mL de cada uma
das diluicdes da enzima e 1,0 mL do tampao citrato. Ao final do tempo reacional, aplicou-se o
método enzimdtico Glicose GOD-PAP como descrito no apéndice VII. Ao tubo controle do
substrato adicionou 1,0 mL do substrato celobiose e 1,0 mL do tampao citrato que ao final de

30 minutos de reacdo também foi analisado pelo método enzimético Glicose GOD-PAP.
5. Calculo

Com os dados obtidos pela leitura da absorbancia da curva padrdo de glicose, foi
possivel tracar um grafico linear da concentracdo de glicose em fun¢do da absorbancia, obtendo

assim uma equacgdo que relaciona as duas grandezas.

De posse das leituras das absorbancias obtida ap6s hidrdlise enzimadtica da celobiose e
utilizando a equac@o obtida pela curva padriao de glicose foi possivel determinar a concentragao

de glicose liberada pela enzima em cada um dos ensaios.

Assim, tragou-se uma reta onde se relaciona a concentracido da enzima em cada uma das
dilui¢des em fungdo da massa de glicose liberada por 1,0 mL dessa enzima diluida, determinando

entdo a atividade enzimaética da B-glicosidase como mostra a Equacao VII-1

CBU/mL = 0.5 . . umol - min™ - mL"
(0,1816-1,0-30.[enzima diluida])
0,0926 Vit
CBU/mL = -
[enzima diluida]

Uma unidade da atividade de B-glicosidase (CBU) baseia-se na liberacdo de exatamente
1,0 mg de glicose, isto €, 0,5/0,18016 umol de celobiose convertida por 1,0 mL de enzima diluida

em 30 minutos de reacgao.
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EFEITO DO pH NA ATIVIDADE ENZIMATICA DA CELULASE

Esta andlise foi determinada com o objetivo de determinar o pH 6timo do complexo

celulolitico celulase.

1. Preparo do tampao citrato a diferentes pHs

Para analisar o efeito do pH na atividade enzimética, foram preparadas solucdes de
tampao citrato 0,05 mol/L a diferentes valores de pH: 1,58; 3,12; 4,10; 4,80; 5,21; 5,75; 6,14 ¢
6,99. O preparo do tampiao citrato foi realizado segundo a metodologia descrita no item I

apéndice VI.

2. Construcio da curva padrao de glicose

A curva padrao de glicose foi realizada segundo a metodologia descrita no apéndice VI

item 3.

3. Determinacio do efeito do pH

A andlise foi realizada utilizando a enzima celulase a uma concentracdo 3% (v/v). As
reacOes foram realizadas com trés categorias de tubo: tubos reacionais contendo as solucdes
tampao em diferentes valores de pH, tubo do branco para zerar o espectrofotometro e os tubos

controle da enzima e do substrato.

Para cada tubo reacional, adicionou-se 1,0 mL de tampao citrato 0,05 mol/LL com os

diferentes valores de pH. Em seguida, adicionou-se 50 mg de papel de filtro enrolado, tomando o
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devido cuidado para que este ficasse saturado pelo tampdo. Os tubos foram colocados em um
banho termostatico a 50°C para que a temperatura se equilibrasse. Apds 10 minutos, adicionou-se
0,5 mL da enzima previamente diluida no tampao citrato e os tubos foram misturados e

encubados por exatamente 60 minutos.

Ao final deste periodo, os tubos foram removidos e a reagdo enzimdtica parada
imediatamente com a adicdo de 3,0 mL do reagente DNS preparado segundo a metodologia
descrita no apéndice VI item 2. Os tubos foram fervidos por 5 minutos a 95°C e posteriormente
transferidos para um banho de gelo fundente. Quando a polpa restante do papel foi assentada, as

amostras foram espectrofotometricamente lidas.

Para os tubos do branco, adicionou-se 1,5 mL de cada um das solugdes tampao citrato e
ap6s os 60 minutos de reacdo aplicou-se o método DNS como descrito anteriormente. Para os
tubos controle da enzima, foi adicionado em cada tubo, 1,0 mL do tampao citrato com diferentes
valores de pH e 0,5 mL da enzima diluida, onde ao final do tempo reacional, aplicou-se 0 método
DNS. Os tubos controle do substrato foram reagidos com 1,5 mL do tampao citrato em diferentes
pH e 50 mg de papel de filtro enrolado, que ao final de 60 minutos também foi analisado pelo

método DNS.

4. Calculo

Com os dados obtidos pela leitura da absorbancia da curva padrdo de glicose, foi
possivel tracar um gréfico linear da concentragdo de glicose (acicar redutor) em funcdo da

absorbancia, obtendo assim uma equagao que relaciona as duas grandezas.

De posse das leituras das absorbancias obtida apds hidrélise enzimética do papel filtro, a
diferentes valores de pH, e utilizando a equacdo obtida através da curva padrdo de glicose, foi
possivel determinar a concentracdo dos ART liberada pela enzima em cada um dos ensaios.
Assim, foi tracada uma reta onde se relaciona a atividade relativa da enzima referente a massa de
glicose liberada em funcao dos valores de pH da solu¢do tampao, determinando assim, o efeito do

pH na atividade enzimatica.
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EFEITO DA TEMPERATURA NA ATIVIDADE ENZIMATICA DA CELULASE

Esta andlise apresenta como objetivo determinar o efeito da temperatura na estabilidade

da enzima.

1. Construcao da curva padrao de glicose

A curva padrao de glicose foi realizada segundo a metodologia descrita no apéndice VI

item 3.

2. Efeito da temperatura na atividade enzimatica

Para analisar o efeito da temperatura na atividade enzimdtica, foram providenciados
banhos termostaticos e estes mantidos nas temperaturas de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80°C,
sendo o pH do meio mantido constante e igual a 4,8. A andlise foi realizada com a enzima

celulase a uma concentragcdo de 3% (v/v).

Foram realizadas reacdes para os tubos com as amostras a serem analisadas, tubos do

branco reacional e tubos controle da enzima e substrato.

Para cada tubo da amostra, adicionou-se 1,0 mL de tampao citrato 0,05 mol/L pH 4,8;
preparado segundo a metodologia descrita no apéndice VI item 1, e 50 mg de papel de filtro
enrolado. Os tubos foram colocados nos banhos termostiticos com as temperaturas determinadas
para equilibrar. Apés 10 minutos, adicionou-se 0,5 mL da enzima previamente diluida no tampao

citrato e os tubos foram misturados e encubados por exatamente 60 minutos.

Ao final deste periodo, os tubos foram removidos e a reagdo enzimdtica parada

imediatamente com a adicdo de 3,0 mL do reagente DNS, devidamente preparado segundo a
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metodologia descrita no apéndice VI item 2. Os tubos foram fervidos por 5 minutos a 95°C e
posteriormente transferidos para um banho de gelo fundente. Quando a polpa restante assentou-

se, a cor formada foi medida no espectrofotometro a 540 nm.

Para os tubos do branco reacional, adicionou-se 1,5 mL de tampao citrato sendo cada
tubo encubado em uma das temperaturas pré-determinadas, que apds 60 minutos de reagdo teve a
glicose liberada quantificada pelo método DNS. Para os tubos controle da enzima, adicionou-se a
cada tubo 1,0 mL do tampao citrato e 0,5 mL da enzima diluida sendo encubados nas diferentes
temperaturas. Ao final do tempo reacional aplicou-se o método DNS. Os tubos controle do
substrato foram reagidos com 1,5 mL do tampao citrato e 50 mg de papel de filtro enrolado,
sendo encubados nas diferentes temperaturas, que ao final de 60 minutos de reacdo, também foi

analisado pelo método DNS.

3. Calculo

Com os dados obtidos pela leitura da absorbancia da curva padrdo de glicose, foi
possivel tracar um gréafico linear da concentragdo de glicose (acicar redutor) em funcdo da

absorbancia, obtendo assim uma equagao que relaciona as duas grandezas.

De posse das leituras das absorbancias obtida apds hidrélise enzimética do papel filtro, a
diferentes valores de temperatura, e utilizando a equacdo obtida através da curva padrdao de
glicose, foi possivel determinar a concentracdo dos ART liberada pela enzima em cada um dos
ensaios. Assim, foi tracada uma reta onde se relaciona a atividade relativa da enzima referente a
massa de glicose liberada em funcdo dos valores de temperatura reacionais, determinando assim,

o efeito da temperatura na atividade enzimatica.
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NEUTRALIZACAO DA CAL APOS PRE-TRATAMENTO

Este procedimento foi adaptado de RAMIREZ (2005) e apresenta dois objetivos:
determinar o consumo da cal ao final da etapa de pré-tratamento e neutralizar a amostra para
deixd-la pronta para os procedimentos analiticos que podem ser afetados pelo pH e pelo

recobrimento do material pelo reagente.

1. Preparacio da solucao de HCI

Para o preparo da solucdo de HCI 5,0 mol/L, 414,5 mL de 4cido cloridrico 37% foi
adicionado a um béquer ja contento uma certa quantidade de dgua. Apds o resfriamento da
amostra, a solucdo foi transferida para um baldo volumétrico de 1 L que teve seu volume aferido

com 4gua destilada.

2. Padronizacao da solu¢ao de HCI com carbonato de soédio

Aproximadamente 1,5 g do carbonato de sédio foram transferidos para um pesa filtro e
seco a 150 °C por aproximadamente 2 horas sendo posteriormente transferido e resfriado em um

dessecador.

Aproximadamente 0,20 g do Na,CO; foi pesado em erlenmeyers de 250 mL e
dissolvidos com 50 mL de dgua destilada. Adicionou-se 3 gotas de verde de bromocresol ao
frasco que posteriormente foi titulado com a solu¢do de HCI até que a coloracdo comecasse a

mudar. Neste momento, o ponto de equivaléncia ainda ndo foi atingido.
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Ferveu-se brandamente a solucdo por 2-3 minutos, sendo deixada para esfriar a
temperatura ambiente continuando, sem seguida, a titulacdo até a mudanca da cor para verde

anotando-se o volume gasto de acido (Vycy). Esse procedimento foi realizado em triplicata.

Foi determinada uma corre¢do para o indicador utilizando uma solu¢do de 100 ml de
NaCl 2,5 mol/L e 3 gotas do indicador. Ferveu-se a solu¢do por 2-3 minutos, sendo deixada para
esfriar e completou-se a titulacdo que teve o volume anotado (Vyci Branco)- Este volume de HCl foi

entdo subtraido do volume de HCI gasto nas titulagdes das amostras com carbonato de sédio.

3. Preparaciao da amostra

Uma vez que o tempo de pré-tratamento foi decorrido, o material foi deixado resfriar até
temperatura ambiente e transferido quantitativamente para béqueres de 1 L utilizando 4gua

destilada. O volume final foi de cerca de 750 mL.

4. Procedimento

O béquer contendo o material foi colocado sobre um agitador magnético sendo utilizada
uma barra magnética para a agitacdo. Mergulhou-se um eletrodo de pH dentro deste béquer para

medir o pH da suspensao.

Um sistema de titulacdo foi montado e a bureta preenchida com a solucdo de HCI 5
mol/L padronizada. Lentamente o acido foi adicionado até o ponto final de neutralizacdo (pH
7,0). Foi deixado descansar por aproximadamente 1 h para que toda a cal pudesse desprender da
biomassa e para assegurar que o pH estivesse realmente estabilizado. Caso houvesse alteracao do
pH, uma maior quantidade de 4cido era adicionada e um novo descanso dado ao material. O

volume utilizado foi entdo anotado (Vycy).

5. Calculos

Padronizaciao do HCl
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_ 1 mol Na,CO, Mya,co,

= X-1
e 2mol HCI MM Na,CO; X (VHCI - VHC! Branco )
My, co, - Massa do carbonato de sodio, g
MM \, o, : massa molar do carbonato de s6dio, 106 g/mol
Ve @ volume de HCI gasto na titulagdo, L
Vuci Braneo - VOlume de HCI gasto na titulagdo do branco, L
Consumo de cal no pré-tratamento
1 molCa(OH), CuoXVyq
m = X X MM X-2
Ca(Om)2 NR 2mol HCI 1000 Cator,
X-3

Mcaomy, g = Meaony,i ~ Meaon), g

Mooy, g - quantidade de cal ndo reagida, g

Meaom), g quantidade de cal reagida, g

Me,omy, - quantidade de cal inicial definida pelo planejamento, g
C ;- concentracdo da solu¢do de HCI padronizada, mol/L

Ve @ volume de HCI utilizado na titulagdo, mL

MM ., oy, : massa molar do Ca(OH),, 74,10 g/mol
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RENDIMENTO DA ETAPA DE PRE-TRATAMENTO, HIDROLISE E GLOBAL

A lignina, hemicelulose e celulose sdo fracionadas geralmente em duas partes durante a

etapa de pré-tratamento e hidrélise, como mostra a Figura XI.1.

Para o fracionamento da lignina, parte dela € solubilizada durante o pré-tratamento e

outra parte fica remanescente no material pré-tratado, obtendo assim as fracdes sao Ap e Cy.

No caso da hemicelulose, observa-se uma solubilizacdo durante a etapa de pré-
tratamento mas também uma hidrélise desta durante a etapa de hidrélise enzimética. Além disso,
parte deste material fica presente no residuo apds hidrélise. Assim, as fragdes Ay, By e Cy podem

ser observadas.

Para a celulose, observa-se o mesmo fracionamento ocorrida para a hemicelulose,
diferenciando principalmente na quantidade do polissacarideo solubilizado/hidrolisado durante o

pré-tratamento e hidrélise enzimatica. Assim, as fragdes Ac, B¢ e Ce sdo obtidas.

Outros componentes da biomassa, como os extrativos e cinzas, também sdo fracionados

em duas partes (Agc € Cge).

Os célculos dos rendimentos para cada um dos constituintes e etapas estdo dispostos a

seguir:

Rendimento da deslignificacao:

massa de lignina remanescente apos pré —tratamento ( Al j 100
_ = b

R,, = -
massa da lignina na biomassa bruta A +C,

Assim, a fragao de lignina removida durante a pré-tratamento é:
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~
AEC CEC - Extrativos
Remanescente apds pré-tratamento Solubilizado durante o pré-tratamento Cinzas
-~/
N
AL CL
Remanescente apds pré- Solubilizado durante o pré-tratamento - Lignina
tratamento
/
Solubilizado durante a N3ao solubilizada Solubilizado durante o pré- Hemicelulose
hidrdlise enzimética tratamento
— _
——
Hemicelulose recuperada apds pré-tratamento
Ac BC CC
Solubilizado durante a hidrdlise enzimatica Nao Solubilizado Celulose

solubilizada durante o pré-

tratamento
I

—

Celulose recuperada apds pré-tratamento

Figura XI.1: Nomenclatura e definicdo das fragdes usadas para calcular o rendimento de pré-

tratamento, hidrélise

e total.

Rendimento de pré-tratamento para a hemicelulose

Rpy =

massa de hemicelulose na biomassa bruta

_massa de hemicelulose recuperada apds pré — tratamento _[ A, +By

A, +B, +Cy

Jxl 00
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Rendimento de pré-tratamento da celulose:

massa de celulose recuperada apos pré —tratamento ( A-. +B, j 100
- _ X

Rpe =
massa de celulose nabiomassa bruta Ac+B.+C

Em relacdo ao rendimento de hidrdlise da celulose, optou-se por calcular o rendimento
apenas dos acucares fermentesciveis uma vez que sO estes serdo utilizados no processo
fermentativo. Assim, ndo foi considerado neste cdlculo a celobiose obtida apds hidrdlise da

celulose.

Rendimento de hidrélise para a hemicelulose:

Ry-=

massa de hemicelulose hidrolisada B Ay, <100
€ massa de hemicelulose na biomassa pré —tratada

A, +By,

Rendimento de hidrélise para a celulose (considerando apenas a glicose):

_ massa de celulose hidrolisada(considerando apenas a glicose) _( Ac }d 00

Ryc =
c : p
massa de celulose na biomassa pré —tratada A-+ B,

Para o rendimento global foi considerado todos os acticares obtidos apds cada etapa, ou
seja, foi considerado, no caso do rendimento global da celulose, ndo apenas a glicose, mas

também a celobiose obtida.

Rendimento global da hemicelulose:
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R _Inassa de hemicelulose obtida apds pré —tratamento e hidrolise A, 4100
ot massa de hemicelulose na biomassa bruta A, +B, +Cy,
Rendimento global da celulose:
R massa de celulose obtida apds pré —tratamento e hidrolise A 100
= = x
ec massa de celulose na biomassa bruta A +B.+C.

Duas observagdes importantes sobre os calculos sdo:
1. O rendimento de pré-tratamento, hidrélise e total estao relacionados:

Rey = Rpy X Ryy

Roe = Rpe X Ry

2. Asreagdes de hidrélise sdo:

[c.H,0,]+n H,0 - n C,H,,0;
Xilana Xilose
MM =132,1 MM =150,1

[C6H1005]” + H,0 - n C¢H,,04
Celulose Glicose
MM =1622 MM =180,2

Assim, os acuiicares monoméricos, isto é, xilose e glicose, podem ser expressas como

poliméricos agucares, glicana e xilana, utilizando um fator de conversao:
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132,1

Xilana = Xilose x

”

62,2
80,2

Glucana = Glicose x

Esses fatores de conversdo sdo usados para expressar Ag € Ay como carboidratos

poliméricos e manter a coeréncia nas defini¢des dos rendimentos.
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DETERMINACAO DA DQO

Este procedimento foi baseado na norma padrio “Determination de la demande
chimique en oxygene: micromethode en kit spectroquant® desenvolvida pelo INRA, Narbonne
(BATTIMELLI et al., 2005). O objetivo € determinar a DQO nos licores de pré-tratamento e no
residuo sélido da hidrélise enzimética sendo estes valores necessarios para a determinacdo da

quantidade de amostra a ser adicionada no reator para produgao de biogas.

1. Principio do método

A Demanda Quimica de Oxigénio é a quantidade de oxigénio produzido por dicromato
de potédssio apds reacdo com substancias oxiddveis contidas em 1 L de amostra de dgua. A
amostra de dgua é oxidada por uma solucdo dcida de dicromato de potdssio a quente com sulfato
de prata utilizado como catalisador Apds reacdo, ocorre a mudanca da coloragcdo laranja para

verde, sendo entdo analisada por espectrofotometria. A Equacdo XII-1 mostra a relac@o obtida.

1 mol K,Cr,07 corresponde a 1,5 mol O,

mg/L DQO =mg/L O, XII-1

2. Reagentes e materiais

Para a determina¢do do DQO foi utilizados o kit comercial spectroquant®. Os tubos sdo
comercializados prontos, contendo dicromato de potdssio, 4cido sulfurico, sulfato de prata e
sulfato de mercurio. Além disso, foi utilizado para as andlises dgua Milli-Q, uma placa de

mineralizacio e um espectrofotdmetro com software para determinagao de DQO.
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3. Procedimento

O reator de mineralizacdo foi pré-aquecido a 150°C. As amostras a serem analisadas
foram devidamente diluidas com 4gua Milli-Q. A necessidade da dilui¢ao se deve ao fato de que
quanto maior a concentracao de produtos oxidantes, mais esverdeada fica a soluc¢do de dicromato.
A diluigdo deve ser feita até que a solucdo adicionada ao tubo de andlise ndo se apresente com tal
coloragcdo. A coloracdo esverdeada s6 poderd aparecer apds o aquecimento, para que nao haja

problemas na leitura do espectrofotdometro.

Ap6s diluigdo das amostras, 2,0 mL da solucdo foi adicionada ao tubo reacional que
imediatamente foi submetido ao aquecimento na placa de mineralizac@o por 2 h a temperatura de

150°C.

Ap6s este intervalo, os tubos foram colocados sob um rack, sem agitacdo, para esfriar

até temperatura ambiente e assim submetida a leitura espectrofotométrica a 620 nm.

4. Calculos

O espectrofotometro utilizado nesta andlise (HACH DR/2000) forneceu a resposta em

mg O,/L solucdo. Assim:

DCO =E xFD XI1I1-2

E: leitura espectrofotométrica, mg O,/L.

FD: Fator de dilui¢ao
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DETERMINACAO DA MATERIA SECA (MS) E DA MATERIA ORGANICA (MO)

Este procedimento foi baseado em norma internas do INRA, Narbonne. O objetivo é
determinar a matéria seca (MS) e a matéria organica (MO) das amostras sélidas utilizadas para a

producdo de biogés e para andlise do lodo utilizado no processo de biodigestdo anaerdbia.

1. Determinaciao da matéria seca (MS)

Para determinacdo da matéria seca, cadinhos de porcelana previamente numerados
foram deixados em uma estufa a 105°C por 24 h. Apds este periodo, os mesmos foram
transferidos para um dessecador e deixados até atingirem a temperatura ambiente. Os cadinhos
foram pesados e tiveram suas massas anotadas (M;). Foram adicionados a eles uma quantidade da
amostra a ser analisada, sendo posteriormente pesados (M;) e secos em uma estufa a 105°C por

24h.

Ap6s este intervalo, os cadinhos foram novamente transferidos para o dessecador e apds
atingirem a temperatura ambiente, estes foram novamente pesados (M3), determinando-se assim a

matéria seca das amostras (MS).

2. Determinacao da matéria orgianica (MO)

A matéria seca obtida apds a andlise do item I foi carbonizada em uma mufla a 600°C
por 5 horas. Apds este periodo, o material foi transferido para uma estufa a 105°C e
posteriormente para um dessecador, até atingir a temperatura ambiente. Apds este periodo, o

material foi pesado em balanca analitica e determinado assim o teor de matéria organica.
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3. Calculo

Matéria seca (MS)

M
% MS = [—ijmo
M

1 XIII-1
M;: amostra imida, em g
M;: massa apds secagem a 105°C, em g
Matéria organica (MO)
my = MMy
Ml

9oMO = (1-MV)x100 XIII-2
M;: amostra imida, em g
M;: massa apds secagem a 105°C, em g
M;: massa apds queima a 550°C, em g
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DOSAGEM DOS ACIDOS GRAXOS VOLATEIS

Este procedimento foi baseado na norma padrao “Dosage des Acides Gras Volatils par
chromatographie gazeuse avec CPG3900 et CP8400 VARIAN” desenvolvida pelo INRA,
Narbonne (SOUSBIE et al., 2009). O objetivo € quantificar os 4cidos graxos voldteis: dcido
acético (C,), propidnico (Cs), Iso-butirico (IC4), butirico (Cs), iso-valérico (ICs) e valérico (Cs)

nos licores de pré-tratamento e no residuo liquido apds producdo de biogis.

1. Equipamento

Para quantificacdo dos &4cidos graxos foi utilizado um cromatdgrafo a gds da marca
Varian 3900 com detector de ionizagdo de chama e equipado com software Galaxy™. Foi
utilizada a coluna Alltech FFAP EC™ 1000, a uma temperatura maxima de 250°C, com o

nitrogénio como gas de arraste e o hidrogénio como gés de chama.

2. Preparo das amostras
2.1. Solucao de padrao interno (PI)

O padrao interno foi preparado adicionando 1,0 g de 4cido etil-2-butirico em 1 litro de

dgua destilada acidificada a 5% (v/v) com acido fosforico.

2.2. Padrao de acidos graxos volateis (C; a Cs)

Foi preparada uma solucdo mae contendo aproximadamente 1,0 g de cada um dos dcidos

(C; a Cs) em um litro de 4gua destilada. Apds esta preparacao, dilui¢des foram realizadas a partir
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dessa solucdo e os padrdes foram entdo preparados adicionando a cada 1,0 mL destes padrdes
diluidos, 1,0 mL do padrdo interno preparado, como descrito no item 2.1. Os padrdes foram
injetados no cromatdgrafo nas condi¢des descritas no item I com um tempo de corrida de 1h 30

min. Estes foram utilizados na quantificagdo dos 4dcidos volateis presentes nas amostras.

2.3. Preparacao das amostras

As amostras foram preparadas misturando 1,0 mL de cada licor de pré-tratamento com
1,0 mL do padrdo interno. As amostras foram injetadas no cromatégrafo com tempos de corrida
de 1h 30 min. Através das curvas padrdes foi possivel calcular a concentragc@o dos 4cidos volateis

presente nas amostras.
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QUANTIFICACAO DOS ACUCARES UTILIZANDO ANTRONA

Este procedimento foi baseado na norma padrdao “Dosage des sucres a I’anthrone”
desenvolvida pelo INRA, Narbonne (LOISEL er al., 2005). O objetivo € quantificar os agtcares

nos licores de pré-tratamento.

1. Preparacao das amostras
1.1. Preparacao da solucao de acido antrona

Para o preparo da solug¢do de antrona, dissolveu-se a frio 200 mg de antrona em 100 mL

de 4cido sulftirico concentrado (97-98%).

1.2. Preparacao das solucoes padrao de glicose

Preparou-se uma solucio estoque de 1,0 g/l de glicose. Foram realizadas diluicoes,

obtendo-se solugdes de concentracdes de 0, 20, 40, 60, 80 e 100 mg/L de glicose.

2. Quantificacao dos acgiicares

Para quantificagdo dos agucares, aqueceu-se o banho termostético a 98°C. Em tubos de
ensaio foram adicionados 1,0 mL de amostra previamente diluida e 2,0 mL do reagente antrona
(item 1.1). As amostras foram incubadas em um banho de gelo fundente e posteriormente
homogeneizadas. Apds este periodo, imergiram-se os tubos no banho de dgua fervente por 10

minutos. A reacao foi parada pela imersao dos tubos em um banho com dgua e gelo fundente.
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As amostras foram lidas em um espectrofotometro utilizando agua Milli-Q como

branco. O comprimento de onda utilizado foi de 625 nm.

O cdlculo foi realizado baseando-se na curva padrdo obtida, sendo possivel assim

determinar a concentracio de actcares nos licores de pré-tratamento.
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DETERMINACAO DA COMPOSICAO QUIMICA POR VAN SOEST

Este procedimento foi baseado na norma padrio “Dosage des fibres VAN SOEST,
Weened” desenvolvida pelo INRA, Narbonne (BUFFIERE e LOISEL, 2007). O objetivo é

determinar as componentes da parede celular através do método sequencial de VAN SOEST.

1. Preparo dos reagentes

Para determinacdo dos componentes do material lignoceluldsico foram utilizados sacos
de nylon da marca GERHARDT e solucdes detergente e 4cida, cuja descri¢cdo € apresentada a

seguir.

Solucao detergente neutra (FDN)

Reagentes Massa (g)
Dodecil sulfato de sédio 30
Tetraborato de sédio 6,81
EDTA 18,61
Hidrogeno fosfato de sédio penta hidratado 4,56

Os sais foram dissolvidos em 4gua destilada e aquecer suavemente para promover a
dissolu¢do Quando necessdrio, o pH da solucdo foi ajustado para 6,9 com 4cido fosférico ou

hidréxido de sddio, tendo ao final o volume aferido para 1,0 L.
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Soluciao detergente acida (FDA)

Reagentes Quantidade
brometo de hexadeciltrimetilamdnio 20,0 g
Acido sulfiirico 96% 28,8 mL

Os compostos foram dissolvidos em 4gua destilada e transferidos para um baldo

volumétrico que teve seu volume aferido para 1,0 L com 4gua destilada.

Solucao de acido sulfirico

Para a andlise da componente lignina, foi utilizado uma solucao de acido sulfurico 72%.

2. Procedimento
Obtencao da fracao FDN

Os sacos e béqueres utilizados foram previamente secos a 105 °C por 24 h. Apds
secagem e transferéncia para um dessecador até temperatura ambiente, os béqueres (T) e os sacos

(TS) foram pesados e tiveram suas massas anotadas.

Aproximadamente 1,0 g de cada amostra foi inserida dentro do saco que foi novamente
pesado juntamente com o béquer (MI). Cada amostra teve a matéria seca e organica determinada

anteriormente como descrito no apéndice XIII.

Cada saco, devidamente preenchido pela amostra e prensado por um bastio de vidro, foi
colocado no carrossel de metal e inserido dentro de um béquer contendo 360 mL de solucdo de

FDN e esferas de vidro previamente aquecidas a 100°C.

Ap6s 1 h de reacdo, os sacos foram submetidos a trés lavagens com dgua destilada

quente durante cinco minutos, quando entdo foram retirados, escorridos e deixados imersos em
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acetona por trés a cinco minutos. A secagem dos sacos foi realizada dentro do béquer

previamente pesado em estufa de ar forcado a 105°C por 24 horas.

Em seguida, apds, atingirem a temperatura ambiente, estes foram novamente pesados

(amostra + saco + béquer) tendo a massa anotada (M;).

Obtencao da fracao FDA

Ap6s secagem depois da andlise com FDN, os sacos foram novamente transferidos para
o carrossel sendo inseridos em um béquer contendo 360 mL da solu¢dao FDA sendo mantida sob

aquecimento por 1 h.

Apo6s este intervalo, os sacos foram submetidos a trés lavagens com 4gua destilada
quente durante cinco minutos, quando entdo foram retirados, escorridos e deixados imersos em
acetona por trés a cinco minutos. A secagem dos sacos foi realizada dentro do mesmo béquer

utilizado na andlise anterior, em estufa de ar for¢ado a 105°C por 24 horas.

Em seguida, apds, atingirem a temperatura ambiente, estes foram novamente pesados

(amostra + saco + béquer) tendo a massa anotada (M>).

Destruicao acida (AD)

Ap6s andlise da FDA, cada saco foi mergulhado em um frasco com tampa contendo 40
mL de 4cido sulftirico a 72%. As amostras reagiram por 3 horas sendo posteriormente lavadas

com 4gua destilada em abundancia

Os sacos foram entdo transferidos para os béqueres anteriormente pesados e colocados
para secar em estufa de ar forcado a 105°C por 24 horas, sendo posteriormente pesados (M3).
ApOs esta etapa, os béqueres foram transferidos para uma mufla a 550°C por 2 horas sendo

posteriormente pesados apds atingir a temperatura ambiente (My).

3. Calculos
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Calculo dos residuos:

Foi utilizado um fator de correcdo para a massa do saco (99,2% da massa do saco é

queimada durante a transi¢do a 550°C).

M, -M, —0,992 x(TS —T)

FDN =
(MI —TS)x MS x MO XVI-1
M, -M, - 0,992 x (TS —T)
FDA =—2—*
(MI —TS)x MS x MO XVI-2
M, -M, 0992 x(TS -T
ap =Ms My —0992x(15 1) XVI-3

(MI -TS)xMS x MO

T: massa do béquer, em g

TS: massa do béquer + saco, em g

MI: massa do béquer + amostra + saco, em g

M;: massa apds extracao e secagem por FDN, em g
M,: massa apds extracao e secagem por FDA, em g
M3: massa apds extracao e secagem por AD, em g
My: pesagem ap0s a queima na mufla, em g

MO: matéria organica

MS: matéria seca

Calculo das fracgoes:

A partir dos residuos, pode-se calcular as quantidades representadas de cada fracdo da

biomassa:

Fragao solivel = 1-FDN
Hemicelulose = FDN-FDA
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Celulose = ADF-AD
Lignina = AD

Residuo FDN
Residuo FDA
Residuo AD

550°C
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DETERMINACAO DO VOLUME DE BIOGAS PRODUZIDO

Este procedimento foi baseado na norma padrio “Mesure du potentiel methane et
estimation de la biodegradabilite anaerobie” desenvolvida pelo INRA, Narbonne (BUFFIERE et
al., 2006). O objetivo é determinacdo do volume de biogéds produzido através de sua medida pelo

deslocamento vertical da dgua.

4. Determinacao do volume de biogas

Para a determinacdo do volume de biogds produzido diariamente, mediu-se o
deslocamento vertical do gasémetro, que tinha 4rea da secdo transversal interna de 0,0507 m”.
Apoés cada leitura, o gasdmetro era zerado, utilizando-se do registro de descarga do biogds. A
correcdo do volume de biogds para as condicdes de 1 atm e 35°C foi efetuada levando em
consideracdo o fator de compressibilidade (Z), assumindo assim que o biogds apresenta um

comportamento proximo ao de um géas ideal.

O volume do biogds foi determinado apds leitura da sua porcentagem de metano por

cromatografia a gas, de acordo com a metodologia descrita no apéndice XVIII.

%CH, —%CH, ,\ V,x%CH,,
Vip =Vo x 100 T 100 XVII-1

Vgp: Volume de biogés produzido, mL
Vo: volume do espago vazio do reator

%CHy, ,: porcentagem de gds metano obtida por cromatografia
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9%CHy, ,.1: porcentagem de gas metano obtida por cromatografia na leitura anterior

V3: volume de biogds medido pelo deslocamento do gasometro

Para a correcdo do volume de biogds, utilizou-se a expressdo resultante da combinagao

das leis de Boyle e Gay-Lussac:

o Vap x27315
B0 107315 XVII-2

gds

Vs - volume de biogés corrigido, mL
Vgp: Volume de biogés produzido, mL

Togés— temperatura corrigida do biogés, 35°C
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DOSAGEM DOS GASES CO;, O,, N; E CHy POR CROMATOGRAFIA GASOSA

Este procedimento foi baseado na norma padrdao “Dosages des gaz CO,, N,O, H,, Oy,
N,, CH4 par GC-catharometre avec le GC14” desenvolvida pelo INRA, Narbonne (CARRERE et
al., 2005). O objetivo foi quantificar os gases CO,, Oy, N,, CHy4 por cromatografia gasosa.

1. Equipamento e materiais

Para a quantificagdo de cada um dos constituintes presentes no biogas, foi utilizado o

cromatografo a gas como descrito:

e Cromatdgrafo Shimadzu GC14 equipado com condutividade térmica (TCD célula tipo de

bloco P 100 ohm) e integrador Shimadzu CR8A,
e Septos Thermogreen LB-2 (Supelco 20633),
e Coluna CTR I (ref Alltech 8700)

- Formado por duas colunas concéntricas: a coluna interna de 1/8" permite separar o N,O e
CO; dos outros gases. A coluna externa 1/4" é equipada com uma peneira molecular que

separa os gases O, N, H, e CHa.

- Temperatura méxima: 275°C

- Regeneragdo: 250°C durante a noite.
® (Gas de arraste: Argdnio

e Seringas descartdveis com agulhas de diametro 0,3 a 0,5.
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2. Procedimento

Ap6s retirada de todo o biogds presente em cada um dos reatores, como descrito no
apéndice XVI, a seringa conectada ao cromatdgrafo a gds foi inserida no reator, sendo injetado
1,0 mL do biogds produzido. Através do software de integragdo, a composicdo do biogas foi

determinada.
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